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Uber eine Phosphatidsiure aus humanen Tuberkelbazillen”*). 
Von 


Konrad Bloch. 


(Aus dem Schweizerischen Forschungsinstitut in Davos, 
Pathologisch-anatomische und Bakteriologische Abteilung.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. August 1936.) 


An anderer Stelle!) wurde iiber Versuche berichtet, die sich 
mit einer niheren Charakterisierung des phosphorhaltigen Lipoids 
aus der Leibessubstanz von humanen Tuberkelbazillen befaBten. 
Es wurde die Ansicht geiuBert, daB es sich bei diesem sogenannten 


_ A8-Phosphatid, das zuerst von R. J. Anderson?) isoliert und 


beschrieben wurde, um das Magnesiumsalz einer stickstofffreien 
Phosphatidsiure handle; ferner wurde darauf hingewiesen, daB 
miglicherweise ein Gemenge von zwei derartigen Verbindungen, 
die mit AI und B bezeichnet wurden, vorliegen kénne. Es konnte 
gezeigt werden, daB der Stickstoffgehalt von 0,4°/, des nach dem 
Andersonschen Schema’) dargestellten Phosphatids auf eine 
Verunreinigung mit Ammoniumsalz, das aus der Niahrfliissigkeit 
der Bakterien adsorbiert wird, zuriickzufiihren ist, und daB sich 


dieser Stickstoffgehalt durch Wasserbehandlung entfernen 1iBt. 


Als weitere Begleitsubstanzen, die nicht in echter chemischer 


_ Bindung dem Phosphatidmolekiil angehéren, wurden unverseifbare, 


wachsartige Bestandteile (Fraktion ATI) und Kohlenhydrate genannt, 


' und schlieBlich die Frage erértert, ob es berechtigt sei, fiir den 


von Anderson festgestellten Zuckergehalt chemische Bindung 
oder Adsorption anzunehmen. 
Diese Betrachtungen, vor allem der eindeutige Nachweis des 


_ Fehlens einer organischen Stickstoffbase, fiihrten zu der Folgerung, 


das Vorliegen eines der bekannten Organlipoide wie Lecithin, 
Kephalin oder Sphingomyelin auszuschlieBen; hingegen wurde die 
Annahme vertreten, daB dem phosphorhaltigen Lipoidkomplex aus 


*) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der ,,Roche“-Studienstiftung, 
der ich an dieser Stelle meinen ergebensten Dank ausspreche. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIV. ] 








9 Konrad Bloch, 


Tuberkelbazillen eine stickstofffreie Diglyceridphosphorsiiure zu- 
grunde liege, wie sie von Chibnall und Channon‘) aus dem 
Cytoplasma von Kohl- und Spinatblittern erhalten wurde. 

Fir weitere Versuche, die neue Unterlagen fiir die geiuBerte 
Ansicht lieferten, standen noch einmal 2,5 g Rohphosphatid zu 
Verfiigung*). Die Isolierung der Phosphatidsiure und die Ab. 
trennung der Begleitsubstanzen erfolgte derart, daB das nach 
Anderson isolierte Rohphosphatid, nach mehrmaligem Umfiillen 
aus Atherlésung mit Aceton, einer Behandlung mit Wasser unter. 
worfen wurde. Die Substanz wird in destilliertem Wasser von 
30°, unter Einleiten eines Kohlensiiurestroms, am Riihrwerk ver. 
teilt, und man erhilt so eine stark getriibte Emulsion, aus der 
nach 10—12 Stunden das Phosphatid ausgeiithert wird. Im aus- 
geitherten Waschwasser li8t sich Ammoniak deutlich nachweisen, 
auBerdem gelang es schlieBlich, auf diesem Wege ein Polysaccharid 
aus dem Lipoid herauszuwaschen. Dieses Polysaccharid, von dem 
nur eine Menge von etwa 50 mg erhalten wurde, gab eine intensive 
Reaktion nach Molisch mit #-Naphthol und konzentrierter Schwefel- 
siure, die Reduktionsprobe war erst nach Saiurehydrolyse positiy, 
Kine Bestimmung der Spaltprodukte war wegen der geringen Menge 
nicht méglich, jedoch soll erwiihnt werden, daB nach erfolgter 
Hydrolyse mit Siiure, mit Phenylhydrazin ein krystallisierter Nieder- 
schlag erhalten wurde, der auf die Gegenwart von Mannose hin- 
deutet. 

Diese, allerdings unvollstiindige Abtrennbarkeit des Kobhlen- 
hydrats spricht daftir, daB im Phosphatidmolekiil der Zucker nicht 
chemisch gebunden ist, entgegen der Annahme von Anderson 


und Chargaff®). In Ubereinstimmung damit wiesen die derart § 


gereinigten Phosphatidpriiparate nach der Hydrolyse in der wiiBrigen 
Hydrolysenflissigkeit einen Zuckergehalt von nur 1—2°/,, aui 
Glucose berechnet, auf, gegeniiber 30—40°/, Zucker oder 14°), 
reduzierender Substanz des A3-Phosphatids nach Anderson. Die 
abweichenden Befunde erkliren sich vermutlich auch daraus, dab 
bei dem Andersonschen Extraktionsschema die noch feuchten 
Bakterien mit Alkohol—Ather extrahiert werden, und infolge des 


Wassergehalts der Ausziige betriichtliche Mengen Koblenhydrate 
mitgelést werden. Wir haben zur Vermeidung dieses Umstandes der fF 
Alkohol—Atherextraktion stets eine mehrmalige Acetonbehandlung § 
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Uber eine Phosphatidsiure aus humanen Tuberkelbazillen. 3 


der Bakterien vorangehen lassen, wodurch fast das gesamte 
Neutralfett entfernt und eine weitgehende T'rocknung der Bakterien 
erzielt wird. 

Die Fahigkeit, Zucker und anorganische Salze zu adsorbieren, 
ist fiir Phosphatide charakteristisch, und in der Literatur®) wird 
fir eine groBe Zahl, besonders pflanzlicher Phosphatide, ein Kohlen- 
hydratgehalt bis zu 16°/, angegeben, der sich nur schwer entfernen 
ljBt und fir die im Vergleich zur Theorie zu niederen Phosphor- 
werte verantwortlich gemacht wird. 

Die nach der Wasserbehandlung erhaltenen Priiparate sind 
ginzlich frei von Stickstoff, es sind weibe, pulverisierbare Sub- 
stanzen, die unter Zersetzung bei 150—200° schmelzen. Der 
Schmelzpunkt ist uncharakteristisch, meist beginnt die Substanz 
bei 90 —100° zu sintern und zersetzt sich, ehe sie durchgeschmolzen 
ist. Die Analyse eines solchen Phosphatids ergab 2,2°/, Phosphor, 
auberdem wurde ein Magnesiumgehalt von 0,5°/, festgestellt, d. h. 
P:Mg = 1:0,47. DaB der Magnesiumgehalt keine Verunreinigung 
darstellt, geht daraus hervor, daB er sich nicht durch Wasser- 
behandlung entfernen lift, wie es mit Ammonsalz méglich ist. 
Erst nach Einwirkung von verdiinnter Salzsiiure wird Magnesium 
abgespalten, so daB eine salzartige Bindung angenommen werden 
kann. [Im Zusammenhang hiermit soll die Tatsache erwihnt werden, 
dai nach Sauton*) Magnesiumsalze unentbehrlich fiir das Bakterien- 
wachstum sind, und daher alle synthetischen Nihrbéden fiir Tuberkel- 
bazillen Magnesiumsalze enthalten miissen. 


In die Alkohol—Atherextrakte gehen betriichtliche Mengen 
wachsartiger Bestandteile (Fraktion AIT), und ihre Abtrennung vom 
Phosphatid gelingt nur unvollstindig durch mehrmaliges Umfillen 
aus Atherlésung mit Aceton. Mit Aceton von 30° laBt sich zwar 
eme weitere Menge des Wachses herauslésen, jedoch ergab die 
Hydrolyse eines derart behandelten Priaparates, welches aus einer 
friheren Aufarbeitung stammte, daB in diesem Falle noch etwa 
40°/, unverseifbare Bestandteile in der Substanz enthalten 
waren. 


0,35 g Phosphatid, durch Wasserbehandlung und Digerieren mit warmem 
Aceton gereinigt, wurden unter Riickflu8 12 Stunden mit 1°/, iger Salzsiure 
hydrolysiert. Unter den Spaltprodukten wurden 85°), iitherlésliche und 15°/, 
wasserlésliche Anteile gefunden. Erstere bestanden neben den Fettsiiuren 
fast zur Hilfte aus wachsartigen Bestandteilen; in der wibrigen Hydrolysen- 
fliissigkeit wurde Glycerinphosphorsiiure, geringe Mengen reduzierender 
Zucker und Magnesium nachgewiesen. 


1* 
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Spaltprodukte des Phosphatids in Prozenten: 


Atherlésliche Anteile. ............... 84,8 °/, 
Unverseifbare Bestandteile. .........4... 41,9°, 
ee Sa aN ye ce ee OY a aa eS 42,9°/, 
Wasserlésliche Anteile. ...........2... um *%, 
Glycerinphosphorsiiure aus dem P-Gehalt berechnet. . 9,9°/, 
Reduzierende Zucker auf Glucose berechnet. ... . 13%, 


Auf die Isolierung der einzelnen Fettsiiuren muBte in Anbetracht der 
geringen Menge verzichtet werden. Ihr durchschnittliches Mol.-Gew. be. 
trug 335, was darauf hindeutet, daB auch hier Fettsiuren mit mehr als 
18 C-Atomen vorhanden sind. Anderson *) hat unter den atherléslichen Spalt- 
produkten des A3-Phosphatids neben Palmitinsiiure und Olsiure vor allem 
zwei neue Fettsiuren aufgefunden, Tuberkulostearinsiiure C,,H,,0,, und die 
optisch aktive Phtionsiiure C,,H;,0,, ein Isomeres der n-Hexakosansiiure, 
von denen letztere nach Sabin’) besondere biologische Eigenschaften besitzt. 


Aus der Ahnlichkeit der Lislichkeitseigenschaften von Phos- 
phatid und Wachs erklart es sich, daB die Isolierung des reinen 
Magnesiumsalzes der Phosphatidsiure bisher nicht gelang. Line 
weitere Reinigung liBt sich auf folgendem Wege erzielen. Nach 
der Behandlung mit Wasser und warmem Aceton wurde die Ather- 
lésung des Phosphatids mit verdiinnter Salzsiure geschiittelt; hier- 
bei spaltet sich Magnesium ab. Die gewihlten Bedingungen 
schlossen eine Hydrolyse des Phosphatidmolekiils aus; es konnte 
auch kein Ubergehen von Phosphorsiure oder Glycerinphosphor- 
siure in die wi&Brige Siureschicht beobachtet werden. Das Phos- 
phatid war nach der Saiurebehandlung aus seiner Atherlésung nicht 
mehr mit Aceton oder Alkohol fallbar, nach dem Abdunsten des 
Athers hinterblieb ein schwach gelb gefirbtes Ol (B), das in Kis- 
wasser crstarrt und gegeniiber Lackmus sauer reagiert. Es dari 
daraus geschlossen werden, dab die Abspaltung von Magnesium 
zur Bildung der freien Phosphatidsiure fiihrte. 

_ Um die wachsartigen Bestandteile abzutrennen, wurde das 
O1B in Atherlésung mit einer wi8rigen Liésung von Bleiazetat 
behandelt, ein Verfahren, das von Channon und Chibnall”) zu 
Reinigung der pflanzlichen Phosphatidsiure angewendet wurde. 
Es scheidet sich ein ither- und wasserunliéslicher Niederschlag 
ab, der nicht weiter untersucht wurde, aber vermutlich eine Blei- 
verbindung des Wachses darstellt. Aus der eingeengten Atherischen 
Lésung wurde durch Fallen mit dem doppelten Volumen absoluten 
Alkohols das Bleisalz einer organischen Phosphorsiure erhalten: 
Pb 22,12°/,, P 4,03°%/,, Pb: P = 1: 1,22 
und in einem anderen Falle 
Pb 19,83°/,, P 3,73%/,, Pb: P = 1:1,25. 
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Uber eine Phosphatidsiure aus humanen Tuberkelbazillen. 5 


Berechnet man die theoretischen Werte fiir Bleisalze von 
Phosphatidsiuren, die Fettsiuren von verschieden hohem Mol.- 
Gew. enthalten, so ergibt sich folgendes Bild: 














saa) a Durchschnittl. 
Bleisalz ae — atidsiiure Wel ew. Pb p 
cea der Fettsiuren 
1 Mol Fettsiure C,,. . .. . be 4% . _— , 
[at Ge ate 20,24 3,04 
1 Mol FettsdureC,,. ....... a aiieit anid 
1 Mol m _ rr is 20,85 5,16 
2 Mol Fettsiure C,,. ......-. 284 22,77 3,41 
Bleiverbindung der Phosphatidsiiure por ‘ 
. 22.12 4,03 
aus humanen Tuberkelbazillen . . — 1983 3°73 
9V* e 5] ‘ 


Die Berechtigung zu diesem Vergleich ergibt sich aus den 
Analysenzahlen der weiter unten beschriebenen freien Siiure, die 


' aus dem Bleisalz regeneriert wurde. Wie ersichtlich, liegen die 


erhaltenen Phosphorwerte zu hoch; der Grund dieser Erscheinung 


| konnte bisher nicht ermittelt werden. Es ist aber wahrscheinlich, 
| dab phosphorreichere Spaltprodukte den zu hohen P-Gehalt ver- 


ursachen. Das Bleisalz der Phosphatidsiiure ist eine hoch- 
schmelzende, gelbbraun gefirbte Verbindung, aus der sich die 


| treie Phosphatidsiure herstellen l48t, wenn man die Atherlésung 
'mit verdiinnter Salzsiure behandelt. Auf diesem Wege wurde ein 
| Praparat erhalten, welches vermutlich das weitgehend gereinigte 
| phosphorhaltige Lipoid aus Tuberkelbazillen darstellt. Die Eigen- 
| schaften dieser freien Siure sind folgende: Farblose Masse von 
| salbenartiger Konsistenz, die bei 30° zu einer klaren Fliissigkeit 


schmilzt. Sie ist léslich in allen Fettlésungsmitteln, auch in Alko- 


| hol und Aceton. Beim Verreiben mit Wasser bildet sich eine 
_ Emulsion, die stark sauer gegen Lackmus reagiert. Die Phos- 
| phatidséure enthilt keine Kohlenhydrate und ist frei von Stickstoff; 
der Phosphorgehalt betrigt 3,8°/,. Eine Lisung in neutralisiertem 
_Alkohol ergibt bei der Titration mit Alkali ein Mol.-Gew. von 851, 
_ als zweibasische Siure berechnet. Da die geschilderte Aufarbeitung 


sehr verlustreich ist, wurden nur etwa 50 mg der Substanz er- 


halten; daher war eine Bestimmung der Spaltprodukte, vor allem 
| der Fettsiuren nicht méglich. Berechnet man das Mol.-Gew. einer 
_ Diglyceridphosphorsiiure und legt dabei ein Mol.-Gew. der Fett- 
;Sduren zgugrunde, wie es bei der auf S. 4 angeftihrten Phos- 
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phatidhydrolyse gefunden wurde, dann errechnet sich ein Mol. 
Gew. von 806 und ein Phosphorgehalt von 3 85°/,. Zum Vergleich, 
seien die theoretischen Werte fiir Diglyceridphosphorsiiuren erwiihnt. 
die Fettsiiuren verschieden hohen Molekulargewichts enthalten, 














Durchschnittl. Mol 
Phosphatidsiure enthaltend Mol.-Gew. opal P 
‘. Gew 
der Fettsiiuren 
1 Mol Fettsiure Cis: | nar 2 on 
1 Mol oe ae | ME 816 3,8 
1 Mol FettsiureC,,. ....... 4) en 720 2 92 
1Mol I Oa 7 sai 
2 Mol Fettsiure C,,. — 284 704 4,40) 
Phosphatidsiure mit Mol. aw, der 
Fettsiiuren = 335 (vgl. 8.4)... 335 806 8,85 
Phosphatidsiiure aus humanen Tu- 
berkelbazillen ......... _ 851 3,80 


Aus dieser Ubersicht geht hervor, daB® der Phosphorgehalt 
der aus humanen Tuberkelbazillen isolierten Phosphatidsiure eine 
geniigende Ubereinstimmung mit den Werten zeigt, die die Theorie 
fiir Diglyceridphosphorsiuren mit einem dusohecholbdbieon Mole- 
kulargewicht der Fettsiiuren von 320—340 verlangt. Dagegen 
liegt das durch Titration erhaltene Molekulargewicht zu hoch. In 
Anbetracht der geringen zur Verfiigung stehenden Substanzmenge 
und der verhaltnismiBig groBen Ungenauigkeit, die der Titration 
hochmolekularer Verbindungen anhaftet, darf jedoch die An- 
niherung an die theoretischen Zahlen als ausreichend erachtet 
werden. 

In dieser Phosphatidsiiure liegt ein Lipoid vor, das sich 
durch das Fehlen einer organischen Stickstoffbase und infolge 
seiner sauren Natur von den bekannten Organlipoiden unter- 
scheidet. Eine derartige Verbindung wurde bisher im tierischen 
Organismus nicht aufgefunden. Hingegen zeigt die Substanz be- 
ziiglich Léslichkeit, Bildung eines Bleisalzes und Titrierbarkeit 
als zweibasische Siiure weitgehende Ubereinstimmung mit der 
pflanzlichen Phosphatidsiure von Chibnall und Channon. Das 
héhere Molekulargewicht erkliirt sich wahrscheinlich aus det 
Gegenwart der von Anderson erstmals isolierten Phtionsiure. 
wihrend die pflanzliche Phosphatidsiure mit einem Molekular- 
gewicht von 700 nur Fettsiiuren mit 18C-Atomen enthilt. 
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Uber eine Phosphatidsiure aus humanen Tuberkelbazillen. 


Das Phosphatid aus Tuberkelbazillen vom Typus Bovinus. 


Im wesentlichen die gleichen Ergebnisse wurden bei der 
Untersuchung des Phosphatids aus bovinen Tuberkelbazillen er- 


| halten. Es standen jedoch nur 0,6 g Substanz zur Verfiigung. 
Die Reinigung wurde in gleicher Weise wie bei dem A3-Phos- 


phatid durchgefihrt, nur wurde die Isolierung der Phosphatid- 
siure mittels eines Bleisalzes unterlassen. Das gereinigte Prii- 


' parat enthielt 3,2°/, Phosphor gegeniiber 1,9°/, nach der Angabe 
' yn Anderson und Roberts!) und war ebenfalls frei von 


Stickstoff. 
Die wachsartigen Bestandteile (Fraktion AIL). 


Mit Aceton von 30° waren aus dem Rohphosphatid wachs- 


| artige Bestandteile herausgelist worden. Sie stellen nach mehr- 
' fachem Umfillen aus Atherlisung mit Aceton bzw. Alkohol ein 
| weiBes Pulver vom Schmelzp. 37° dar. Es enthilt weder Phosphor 
noch Stickstoff, noch gibt es die Reaktionen auf Sterine. Die 
| elementare Zusammensetzung betragt 80,51°/, C, 13,39°/, H. Die 
' Bestimmung des Mol:-Gew. nach Rast liefert einen Wert von 
r etwa 980. Mit verdiinnten Saéuren lait sich dieser wachsartige 


Koérper nicht verseifen, dagegen gelingt eine Spaltung nach 10 bis 
12stiindigem Kochen mit 5°/,iger alkoholischer Kalilauge. Hierbei 
bildet sich ein itherlésliches Kaliumsalz, aus dem man die freie 
Wachssiure erhalt, wenn man durch die itherische Lésung 
trockenes Salzsiiuregas leitet. Die aus der Atherlésung durch 
Acetonfallung isolierte hochmolekulare Wachssiiure ist mit dem 
.Unverseifbaren Wachs“ von Anderson !”) identisch. Der Schmelz- 
punkt liegt bei 56—57° Aus der Titration mit alkoholischer 
Kalilauge errechnet sich ein Mol.-Gew. von 1407 — gegeniiber 
1388 nach Anderson —, dagegen liefert die Schmelzpunkts- 
erniedrigung in Campher nach Rast ein Mol.-Gew. von 707, der 
gleiche Wert, der von Chargaff?!’) fiir die unverseifbaren Be- 
standteile aus der Leibessubstanz des Bacillus Calmette-Guérin 
gefunden wurde. Ks ist auffallig, daB aus der Molekulargewichts- 
bestimmung nach Rast etwa die Hilfte des Wertes resultiert, der 
bei der Titration erhalten wird. Die Frage, welchem der beiden 
Molekulargewichte eine gréBere Wahrscheinlichkeit zukommt, ist 
erst zu entscheiden, wenn weitere Derivate dieser Verbindung 
hergestellt sind. Die Bestimmung der Schmelzpunktsdepression 
in Campher bei etwa 170° fiihrt méglicherweise zur Aufspaltung. 
Andererseits ist es fraglich, ob aus der Titration von hoch- 
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molekularen, wachsartigen Substanzen Schliisse auf die Molekiil. 
gréBe gezogen werden kénnen. Nach Anderson handelt es sich 
bei dem unverseifbaren Wachs um eine hochmolekulare Oxysiiure, 
aus der sich eine Mono- und eine Diacetylverbindung erhalten 
laBt. Vergleicht man die Molekulargewichte von AI und de 
daraus durch alkoholisches Kali abgespaltenen Wachssiure, den 
unverseifbaren Wachs Andersons, so ergibt sich eine Differen 
von 980—707 = 273. Es ist bisher nicht gelungen, diese zweite 
Komponente des Wachses zu isolieren. 


Zusammenfassung. 


Dem phosphorhaltigen Lipoidkomplex aus humanen Tuberkel- 
bazillen, dem A3-Phosphatid Andersons, liegt das Magnesiun- 
salz einer stickstofffreien Phosphatidsiure zugrunde. Als Begleit- 
substanzen, die diesem Phosphatid nicht in chemischer Bindung 
angehéren, lassen sich Ammonsalz, ein wasserlisliches Poly- 
saccharid und wachsartige Bestandteile abtrennen. 

Ks wird die Darstellung der Bleiverbindung einer organischen 
Phosphorsiure beschrieben, aus der nach Abspaltung des Bleis 
mit verdiinnter Saéure eine Substanz erhalten werden kann, der 
auf Grund ihres Phosphorgehaltes von 3,8°/, und der Titrier- 
barkeit als zweibasische Siure die Konstitution einer Diglycerid- 
phosphorsiure zugeschrieben wird. 

Die durch Aceton in der Wirme aus dem Rohphosphatid 
abtrennbaren wachsartigen Bestandteile besitzen ein Molekular- 
gewicht von etwa 980, die hydrolytische Spaltung mit alko- 
holischer Kalilauge lefert als Hauptbestandteil das Kaliumsalz 
einer Wachssiure, welche mit dem unverseifbaren Wachs von 
Anderson identisch ist. 


Die biologische Reizwirkung des Phosphatids. 


Die aus siurefesten Bakterien durch Enxtraktion nacli 
Anderson erhaltenen Lipoidfraktionen sind in den letzten Jahren 
eingehend auf ihre biologische Wirksamkeit gepriift worden. Die 
eindeutigsten Ergebnisse wurden hierbei mit der Phosphatid- 
fraktion erzielt, welche im Gewebe des gesunden Tieres typische 
tuberkulése Granulome zu erzeugen vermag, Gewebsverinderungen, 
die mit denen vom lebenden ‘'uberkelbacillus hervorgerufenen 
identisch sind. Versuche, die von Roulet angestellt worden sind”, 


" In Virchows Archiv wird demniichst hieriiber ausfiihrlich be- 
richtet werden [vgl. auch Virchows Archiv 294, 262—277 (1934)). 


' bazil 
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handen waren und der Kulturversuch stark positiv ausfiel. 


Uber eine Phosphatidsiure aus humanen Tuberkelbazillen. g 


Izeigten, daB unsere, nach den obigen Methoden gereinigten 
'Priparate eine gegeniiber dem A3-Phosphatid betrichtlich ge- 


steigerte biologische Aktivitit aufweisen. Mit fortschreitender 
Reinigung wurde eine Abschwichung der unspezifischen Entziin- 
dungserscheinungen festgestellt, wihrend die spezifische Reaktion 


‘der Granulombildung im histologischen Bild viel reiner zum Aus- 
'druck kam als bei dem Rohphosphatid. Es konnte die Méglichkeit 
'ausgeschlossen werden, daB nicht das Phosphatid selbst, sondern 
eine anhaftende Verunreinigung Trager der spezifischen Reaktion 
‘ist. Es ist anzunehmen, daB die biologische Wirksamkeit des 
-phosphorhaltigen Lipoids nicht lediglich auf seinem Gehalt an 
'd-Phtionsiure beruht, sondern daB die Phosphatidsiure, vor 
allem auf Grund ihrer physikalisch-chemischen Eigenschaften, im 
'Gegensatz zu Fett und Wachs, in der Zelle besonders giinstige 
-Resorptionsbedingungen vortfindet. 


An dieser Stelle méchte ich Herrn Priv.-Doz. Dr. F. Roulet, der die 


| Anregung zu der vorliegenden Arbeit gab und ihre Ausfiihrung erméglichte, 
‘meinen herzlichsten Dank sagen. 


Versuehsteil. 


Zur Extraktion kamen frische, nicht abgetétete humane Tuberkel- 


_bazillen, der Inhalt von 100 Einliter-Fernbachkolben. Die Bakterien wurden 
-auf Lockemannscher Nihrlésung geziichtet, nach 6wéchigem Wachstum 
-abfiltriert, mehrmals mit dest. Wasser auf dem Filter gewaschen und in 
| CO,-gesittigtes Aceton eingetragen. Das Aceton wird unter CO,-Druck von 
}der Bakterienmasse abgehebert und noch 2—3mal frisches Aceton zu- 
-gegeben*). Die Bakterien wurden auf der Nutsche vom anhaftenden 
Aceton befreit und in eine Mischung von gleichen Teilen Alkohol und 
'Ather eingetragen. Nach Méglichkeit wurden alle Operationen in CO,- 
; Amosphare vorgenommen und die verwendeten Lésungsmittel mit CO, ge- 
‘sittigt. Die Isolierung des Phosphatids erfolgte nach den Angaben Ander- 


sons, Es wurden 2,5 g einer weiBen, pulverisierbaren Substanz erhalten. 


Zur Abtrennung von Ammonsalz und Kohlenhydrat wurde das Rohphosphatid 
in 500 cem dest. Wasser aufgeschwemmt und am Riihrwerk unter Einleiten 
von CO, gleichmiBig verteilt. Aus der homogenen, stark getriibten Emulsion 
wird nach 10—12 Stunden das Phosphatid mit Ather extrahiert, bis die 
| Waschfliissigkeit geklirt ist. Aus der iiber Na,SO, getrockneten Ather- 


‘isung wird das Phosphatid durch Acetonfillung isoliert. Es werden 2,2 g 


; erhalten, die keinen N mehr enthalten. Zur Bestimmung von P wurde feucht 
tach Neumann verascht und die Phosphorsiiure nach Embden bestimmt. 


*) Bemerkenswert ist die Tatsache, dab nach der ersten Acetonbehand- 


Jung der Bakterien, die etwa 14 Tage mit diesem Lisungsmittel in Be- 


tihrung gestanden hatten, in der Bakterienmasse noch lebende Keime vor- 











10 Konrad Bloch, 


1. 19,2 mg: 38,76mg Strychnin—Phosphormolybdatverbdg. = 0,43 mg P = 
2,26°/, P. — 2. 20,1 mg: 40,04 mg Strychnin-Phosphormolybdatverbdg, ~ 
0,45 mg P = 2,23°, P. 

Mg wurde nach Veraschung mit Schwefelsiiure-Salpetersiiure und 
Neutralisieren als MgNH,PO, gefillt, die gebundene Phosphorsiure nach 
Denis") colorimetrisch bestimmt und auf den Mg-Gehalt umgerechnet 

1. 15,4 mg Subst.: 0,129 mg = 0,84°9/, Mg. — 2. 17,8 mg Subst: 
0,138 mg = 0,80°/, Mg. 

1, P:Mg=1:0,47 und 2. P:Mg =1:0,46. 


Isolierung des Polysaccharids. Das vom Phosphatid durch Aus. 
ithern befreite Waschwasser wurde im Vakuum auf ein kleines Volume 
eingeengt. Die Reaktionen auf NH, waren stark positiv, Mg konnte nich 
nachgewiesen werden. Der Rest der wiibrigen Lésung wurde auf dey 
Wasserbade zur Trockne eingedampft, und der im Exsiccator getrocknet: 
Riickstand mehrmals mit siedendem Alkohol extrahiert. Aus den ein. 
geengten alkoholischen Extrakten schied sich beim Erkalten ein krystalline 
Niederschlag ab, nach dem Trocknen insgesamt 48 mg. Das Kohlenhydri 
zeigte intensive Violettfirbung nach Molisch, Fehlingsche Liésung wurde 
erst nach 2stiindigem Erhitzen mit 5°/,iger H,SO, auf dem Wasserbai 
reduziert. 30mg des Zuckers wurden 3 Stunden mit 5°/,iger H,SO, auf 
dem Wasserbade erhitzt, die Schwefelsiiure mit Baryt neutralisiert. Da 
Filtrat wurde auf 1 cem eingeengt und mit 0,1 g frisch dest. Phenylhydrazin 
in 1 cem Alkohol versetzt. Nach einigem Stehen in der Kite schied sich ein 
farbloser, kryst, Niederschlag ab, dessen Menge jedoch zur Bestimmung des 
Schmelzpunktes nicht ausreichte. Nach dem Abfiltrieren der farblose: 
Phenylhydrazinverbindung wurde das Filtrat mit 0,1 g Phenylhydrazin. 
hydrochlorid und etwas Natriumacetat versetzt und auf dem Wasserbat 
erhitzt, wobei ein gelber kryst. Niederschlag auftrat. 

Abtrennung der wachsartigen Bestandteile. 2,0 g¢ des wasser. 
behandelten Phosphatids wurden mit Aceton bei 80° mehrere Stunden 
digeriert und hierbei das Aceton 6fters erneuert. Aus der Acetonlésun 


scheidet sich beim Erkalten ein weifer flockiger Niederschlag ab, der fri 


von P und N ist und weiter unten beschrieben wird (Fraktion A II). Dai 
die Entfernung dieses Wachses unvollstiindig ist, zeigte die Hydrolyse eine: 
derart behandelten Priiparates, welches aus einer friiheren Aufarbeitun: 
stammte. 0,35 g wurden 12 Stunden unter RiickfluB mit 1°/,iger HCl gekocht. 
Die ausgeschiedenen Fettsiiuren bzw. unverseifbaren Bestandteile wurden 
von der wiibrigen Hydrolysenfliissigkeit abfiltriert, mehrmals mit Wasser aus 
gekocht und in Ather aufgenommen. Nach dem Abdunsten des iiber Na,S0, 


getrockneten Athers hinterblieb ein Gemenge von Wachs und Fettsiiuren & 


0,297 g = 84,8°/, des Phosphatids. Dieses Gemisch wurde 2 Stunden aw 


dem Wasserbade mit 40 cem 5°/,iger alkoholischer KOH zum Sieden er § 
hitzt. Ein Teil blieb ungelést. Nach dem Abdestillieren des Alkohols au 
das halbe Volumen wurde mit 2 Teilen Wasser versetzt und die entstanden 
Emulsion ausgeiithert, wobei die unverseifbaren Bestandteile vom Atherm 
aufgenommen wurden. Nach dem Abdunsten des Athers hinterbliebe— 
0,147 g einer wachsartigen Masse (A II), das sind 41,9°/, des Phosphatids § 


Pam! 


Die wiibrige Lésung der Kaliseifen wurde mit HCl angesiuert uni 
die ausgeschiedenen Fettsiiuren in Ather aufgenommen. Nach dem Trocknet§ 
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Uber eine Phosphatidsiure aus humanen Tuberkelbazillen. 11 


und Abdampfen des Athers wurden 0,150 g = 42,8°/, Fettsiuren erhalten. 
Eine Lésung des Fettsiiuregemisches in neutralisiertem Alkohol ergab bei 
' der Titration mit n/50-alkoholischer Kalilauge gegen Phenolphthalein: 


31,3 mg = 4,67 cem n/50-alkohol. KOH, Mol.-Gew. 335,1. 
24,8 mg = 3,75 eem n/50-alkohol. KOH, Mol.-Gew. 330,7. 


Die wibrige, saure Hydrolysenfliissigkeit wurde auf 100 ccm aufgefiillt. 


| Nach Hagedorn-Jensen ergaben 5cem 0,202 mg Glucose = 1,15°/, im 


Phosphatid. 5 ccm 0,200 mg Glucose = 1,14°/, im Phosphatid. 
Im wiBrigen Hydrolysat wurde ferner Mg als MgNH,PO, qualitativ 


- nachgewiesen; freie, anorganische Phosphorsiiure war nicht enthalten, nach 


feuchter Veraschung wurde gefunden: 

10 cem: 56,3 mg Strychnin—Phosphormolybdatverbindung = 0,63 mg P 
= 1,80°/, des Phosphatids. 

Es war keine Gelegenheit vorhanden, eine Glycerinbestimmung aus- 

5 ’ y § 

zgufiihren, jedoch darf angenommen werden, dai P in Form von Glycerin- 
phosphorsiiure vorliegt, da keine freie anorganische Phosphorsiiure in der 
Hydrolysenfliissigkeit nachweisbar war. Zur Isolierung der Glycerinphos- 


_ phorsiiure wurden 50 cem des auf 100 aufgefiillten waBrigen Hydrolysats auf 
| dem Wasserbade zur Trockne abgedampft und die HC! durch wiederholtes Ab- 
- dampfen mit absolutem Alkohol entfernt. Der Riickstand wurde mehrmals 
' mit absolutem Alkohol ausgezogen und die Alkoholextrakte mit Baryt bis 
- mr Rotfirbung von Phenolphthalein neutralisiert. Es schied sich glycerin- 


phosphorsaures Barium in wei8en Flocken ab. Der abzentrifugierte Nieder- 
schlag wurde aus wiibriger Lésung mit Alkohol ausgefillt, die nach dem 


' Trocknen erhaltene Menge reichte jedoch zur Analyse nicht aus. 


Berechnet man den Gehalt an Glycerinphosphorsiure aus dem ge- 
fundenen Phosphorwert von 1,80°/,, dann ergeben sich 9,92°/, des Phos- 
phatids. Das Ergebnis der hydrolytischen Spaltung dieses Phosphatid- 
priparates zeigt, daB der niedere Phosphorgehalt in erster Linie durch die 


_ Gegenwart betrichtlicher Mengen unverseifbarer Bestandteile verursacht 


wird, welche im Phosphatidmolekiil sicher nicht chemisch gebunden sind 
und sich wegen ihrer gleichen Léslichkeitseigenschaften nur unvollstindig 
abtrennen lassen. 

Isolierung der Phosphatidsaure und Reinigung tuber die Blei- 
verbindung. 1,5 ¢ des Phosphatids, das, wie oben beschrieben, mit Wasser 
und Aceton bei 30° behandelt worden war, und das sich in trocknem Ather 
nur schwer liste, dagegen leicht in Ather mit 1°/, Wassergehalt, wurden 
in iitherischer Liésung 1mal mit 4°/,iger und 2mal mit 1°/,iger HCl ge- 
schiittelt, die auftretenden Emulsionen mit Alkohol zerstért und die Ather- 
lisung mit Wasser siiurefrei gewaschen. In den eingeengten Waschwissern 
wurde Magnesium als MgNH,PO, identifiziert. Aus der tiber Na,SO, ge- 
trockneten Atherlésung lie8 sich mit iiberschiissigem Aceton nur noch eine 
geringe Menge Phosphatid ausfillen, vermutlich noch nicht gespaltenes 
Magnesiumsalz; nach dem Einengen der Mutterlauge im Vakuum bei 35° 
hinterblieben 1,1 g eines schwach gelb gefirbten Ols (Fraktion B), welches 
in Eiswasser erstarrte. Diese Substanz enthielt 2,8°/, P und reagierte in 
wiBriger Emulsion stark sauer gegen Lackmus. 0,5 g des Ols B wurden 
wiederum in Ather gelést und mit einer 10°/,igen wibrigen Lésung von 
Bleiacetat, die einige Tropfen Eisessig enthielt, geschiittelt. Es kam zur 
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Abscheidung eines aither- und wasserunléslichen Niederschlags an der Grenz. 
schicht, welcher nicht weiter untersucht wurde. Nach mehrmaligem Waschen 
mit Wasser wurde die Atherlésung getrocknet, auf ein kleines Vol. ein. 
geengt und mit der doppelten Menge absoluten Alkohols versetzt. Der volumi- 
nése weiBe Niederschlag wurde abzentrifugiert und noch 2mal aus Ather 
mit absolutem Alkohol umgefillt. Nach dem Trocknen tiber P.O, wurden 0,18 ¢ 
einer gelbbraun gefirbten Substanz erhalten, léslich in Ather und Chloro. 
form, unléslich in Alkohol und Aceton. Die Bestimmung des Bleis erfolgte 
derart, daB das bei der feuchten Veraschung mit HNO,-H,SO, gebildet 
Bleisulfat in Ammonacetat gelést wurde, hierauf die Fillung als Bleichromat 
in essigsaurer Lésung erfolgte und die von dem gebundenen Chromat aus 
Jodkalilésung ausgeschiedene Jodmenge mit n/100-Thiosulfat titriert wurde, 

20,2 mg Subst.: 5,80 cem n/100-Thiosulfat = 4,01 mg Pb = 19,83°/,. — 

17,4 mg Subst.: 58,0 mg Strychnin—Phosphormolybdat = 0,65 mg P = 3,73, P. 
Pb: P = 1: 1,35. 

Aus einer anderen Aufarbeitung stammendes Bleisalz zeigte folgende 
Werte: 

15,6 mg: 5,01 cem n/100-Thiosulfat = 3,45 mg Pb = 22,12°/,. — 21,5 mg: 
77,0 mg Strychnin-Phosphormolybdat = 0,86 mg P = 4,01°/,. 

Po: P =» 1:1,31, 

80 mg des oben beschriebenen Bleisalzes wurden in Atherlésung 3 bis 
4mal mit 1°/,iger HCl behandelt, bis alles Blei entfernt war. Die Ather- 
lésung wurde sdurefrei gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und der Ather 
im Vakuum abgedampft. Der Riickstand wog nach dem Trocknen iiber 
Atzkali und P,O; 45 mg; er stellte eine farblose Masse von salbenartiger 
Konsistenz dar und schmilzt bei etwa 30° zu einer klaren Fliissigkeit. Die 
Substanz ist leicht in Wasser emulgierbar und die wiBrige Emulsion ritet 
Lackmuspapier. Lésung erfolgt in allen Fettlésungsmitteln, auch in Alko- 
hol und Aceton bei Zimmertemperatur. Aus heiBem 80°/,igen Alkohol lift 
sich das Lipoid umlésen und erscheint beim Erkalten in farblosen Flocken. 
Da jedoch ganz allgemein die Anwendung héherer Temperaturen als 35 
vermieden werden sollte, wurde auf dieses Umlésen der Hauptmenge, die 
zur Analyse kam, verzichtet. 

13,9 mg: 46,9 mg Strychnin—Phosphormolybdat = 0,525 mg P = 8,78, P. 
12,2 mg: 41,4 mg Strychnin—Phosphormolybdat = 0,464 mg P = 3,80°/, P. 


Die Titration einer Lésung in neutralisiertem abs. Alkohol gegen 
Phenolphthalein ergab: 

16,7 mg = 1,96 cem n/50-alkohol. KOH, Mol.-Gew. als zweibas. Siiure 
ber. = 851,0. 

Die wachsartigen Bestandteile (Fraktion ATI). Die aus dem Rob- 
phosphatid durch Digerieren mit Aceton von 30° abgetrennten Bestandteile 
wurden mehrmals aus Ather mit Aceton umgefallt. Phosphor und Stick- 
stoff sind nicht vorhanden. Schmelzp. 36—37°% Sterinreaktionen nach 
Liebermann-Burchard und nach Milbradt negativ. Aus einer heiben 
alkoholischen Lésung der Substanz erhilt man zwar mit Digitonin einen 
Niederschlag, welcher sich jedoch von dem Digitonincholesterid dadurch 
unterscheidet, daB er nicht krystallisiert ist, sich in Ather lést und keine 
Farbreaktionen gibt. 
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Mol.-Gew. nach Rast: 
35,8 mg Substanz in 156,6 mg Campher, Depression von 9,3°: Mol.- 


 Gew. = 983,2. 


3,618 mg: 4,33 mg H,O, 10,68 mg CO, = 13,39°/, H, 80,51°/, C 
0,2 g des Wachses wurden mit 40 cem 5°/,iger alkoholischer Kalilauge 


‘unter RiickfluB auf dem Wasserbade erhitzt. Nach einigen Stunden be- 
'ginnen die 6ligen Tropfen sich zu lésen und nach 10stiindigem Erhitzen 
' ist die alkoholische Fliissigkeit klar. Nach Abdestillieren des Alkohols auf 
' das halbe Volumen wird mit 1 Teil dest. Wasser verdiinnt, wobei ein dicker, 
_ weiBer Niederschlag auftritt. Verseifungsfliissigkeit und Niederschlag werden 
| ausgeithert, der Ather alkalifrei gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und 
'auf ein kleines Vol. eingeengt. Nach dem Versetzen mit dem doppelten 
| Vol. Aceton fillt ein Niederschlag aus, offenbar ein Kaliumsalz, denn beim 
' Einleiten von trockenem HCl- Gas in dessen Atherlésung erfolgt eine Aus- 


scheidung von KCl. Wenn kein KCl mehr ausfillt, wird die Atherlésung 


_ siurefrei gewaschen, eingeengt und nach dem Trocknen die Wachssiure 
durch tiberschiissiges Aceton ausgefiillt. Die nach dem Trocknen erhaltene 
| weibe, pulverisierte Substanz ist mit dem Unverseifbaren Wachs von 
Anderson identisch. Schmelzp. 56—57° Die Titration einer Lésung in 
| neutralisiertem Alkohol-Athergemisch ergibt: 


15,2 mg = 0,54 cem n/50-alkohol. KOH: Mol.-Gew. = 1407. 
Mol.-Gew. nach Rast: 
20,0 mg Subst. in 98,4 mg Campher: Depression = 11,7°, Mol.-Gew. 


= 707,0, also fast genau die Hilfte des Wertes der Titration. 
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Darstellung von d- und |-¢-Oxy-7-methiobuttersiure 
und damit ausgefiihrte Ernahrungsversuche. 
Von 
K. Akobe. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus d. Biochem. Institut d. Medizin. Fakultit d. Kaiser]. Universitit zu Osaka.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. August 1936.) 


Kine sogenannte Sonderwirkung der Aminosiiuren tritt je 
nach den einzelnen Aminosiuren etwas verschieden in bezug 
auf ihre Konfiguration auf. So wirkt d,l-Lysin') bei Ratten 
halb so stark wie l-Lysin und d,1l-Histidin*) etwas schwiicher als 
|-Histidin. Tryptophan*) und Methionin‘) entfalten dagegen s0o- 
wohl bei der I- als auch bei der d,l-Form eine ungefihr gleich- 
starke Wirkung. 

Die den Aminosiiuren entsprechenden Alkoholsiiuren zeigen 
ebenfalls bei Rattenversuchen bisweilen unabhingig von ihrer 
Konfiguration denselben Effekt, bisweilen sind die unnatiirlichen 
Antipoden und selbst die Racemkérper jedoch ganz erfolglos. 
So sind die dem Cystin entsprechende 1-a-Oxy-f-dithiodipropion- 
siiure®) und die dem Lysin entsprechende d,l-a-Oxy-s-aminocaprou- 
siure’) nicht imstande, Cystin bzw. Lysin zu ersetzen. Die den 
Histidin entsprechende d,1l-Imidazol-milchsiure *) und dem Trypto- 
phan entsprechende d,l-Indolmilchsiure*) werden aber gut, nw 
etwas schlechter als ihre Aminosauren selbst, verwendet. 

Die dem Methionin entsprechende Alkoholsiure ist  bisher 
beziiglich ihrer Konfiguration weder chemisch noch physiologisch 
untersucht worden. 


1) McGinty, Lewis u. Marbel, J. of Biol. Chem. 62, 75 (1924—25). 
2) Cox u. Berg, Ebenda, 107, 497 (19384). 

*) du Vigneaud, Sealock u. van Etten, Ebenda, 98, 565 (1932). 
*) Jackson u. Block, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med., 30, 587 (1939). 
°) Westerman u. Rose, J. of Biol. Chem., 79, 413 (1928). 

®) Cox u. Rose, Ebenda, 68, 781 (1926). 

?) Jackson, J. of Biol. Chem. 73, 523 (1927). 
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Darstellung von d- und 1-«-Oxy-y-methiobuttersiure usw. 15 


Da ich einerseits durch Einwirkung des Oidium lactis auf 
']-Methionin die rechtsdrehende Alkoholsiure, andererseits durch 
Kinwirkung der salpetrigen Siure auf l-Methionin die linksdrehende 
' \lkoholsiure herstellen konnte, habe ich mit beiden eine chemische 
fund physiologische Untersuchung ausgefiihrt wie folgt: 


Experimentelles, 


1. Isolierung der d-(+) «-Oxy-y-methiobuttersaure mittels Oidium 


‘lactis. Die Nihrlésung fiir Oidium lactis hatte folgende Zusammensetzung: 


/|-Methionin ....... . 3,0g  Magnesiumsulfat...... 01g 
'Rohrzucker ........ 100g Natriumchlorid. ...... Spur 
' Prim. Kaliumphosphat . .. 0,5g  Ferrichlorid. ...... . Spur 
eSck. Kaliumphosphat. ... 0g Wasser.......... 1ILtr. 


Das hierbei benutzte Methionin wurde teils nach Pirie’), teils nach Hill 


Fund Robson?) dargestellt und im Verhiiltnis von 0,3°/, zur Nihrlésung 
| zugesetzt. Die Flissigkeit wurde auf 10 Kolben verteilt und einmal 1 Stunde 
‘lang und nach 24 Stunden noch einmal 30 Minuten lang im Dampftopf 
'sterilisiert. Sie wurde dann mit einer Ose Oidium lactis geimpft und bei 
»20—28° C 4 Wochen lang stehen gelassen. Da je nach einer Woche eine 
“dichte Pilzhaut auf der Oberfliche der Fliissigkeit entstand, wurde sie von 


Zeit zu Zeit geschiittelt. Nach Ablauf der Zeit wurde die Kultur aufgekocht, 


die Flissigkeit nach Filtration mit Natriumcarbonat neutralisiert und unter 
_yvermindertem Druck zum Sirup eingedampft. 


Der Sirup wurde mit Alkohol aufgenommen und warm ausgezogen. 


; Aus dem Extrakt wurde der Alkohol verjagt, die Lésung durch Schwefel- 
| siure stark angesiiuert und mit Ather extrahiert, in welchen eine S-haltige, 
' N-freie Substanz iiberging. Sie wurde in 500'cem Wasser gelést und 
' durch Filtration von dem ungelést gebliebenen Rest getrennt. Es wurden 
| 50g Quecksilberchlorid hinzugefiigt und einige Minuten erhitzt. Zu dem 
' von der Fliissigkeit getrennten Niederschlag wurden von neuem etwa 100 cem 
| Wasser zugesetzt und die Lésung einige Minuten auf dem Wasserbade 
/ ausgezogen. Der nach Erkalten zuriickgebliebene Riickstand wurde nun 
- in einem MOrser zerkleinert, in 1 Liter Wasser suspendiert und mit Schwefel- 


wasserstoff zersetzt. Zu der vom Sulfid und dann vom Schwefelwasserstoft 
befreiten Fliissigkeit wurde etwas Silberoxyd in der Wirme hinzugefiigt 


und das entstandene Silberchlorid durch Filtration abgetrennt. Das Filtrat, 
_ von welchem das iiberschiissige Silber mittels Schwefelwasserstoff beseitigt 


War, zeigte eine deutliche Rechtsdrehung. Die Lésung wurde mit Zink- 


oxyd versetzt, erwiirmt und filtriert. Aus dem Filtrat schied sich beim 
_ Eindampfen eine Substanz in feinen Nadeln aus. Sie betrug 4 g. 


In Wasser gelést, drehte sie nach rechts. Sie enthielt Schwefel, ergabh 


' aber keine Schwefelbleireaktion und beim Zusatz von Bariumchlorid in 
_ Saurer Lésung keine Fallung. 


') Biochemie. J., 26, 1270 (1932) u. 27, 202 (1933). 
*) Ebenda, 28, 1008 (1934). 
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Zinkbestimmung. Bestimmung der spez. Drehung. 


Getrocknetes Zinksalz. . . 0,0653g Getrocknetes Zinksalz 0,0680 ¢ iy 
Zinkoxyd . 0,0149 g (Zink 0,01197g) 19,9892 g Wasser gelést (0,34°), ize 
a Eee eee 18,33°/, Lésung) drehten bei 18° C, im 
Ber. f. (C;H,O,8),Zn . . . 17,98°/, 2-dm-Rohr +0,22°% [eo], = + 32,359 


Die Substanz ist also d-(+)-«-Oxy-y-methiobuttersiure. Dies ist be. 
sonders dadurch sicher gestellt, dafb bei Einwirkung der salpetrigen Siiure 
auf 1-Methionin dieselbe Substanz, jedoch in ihrer linksdrehenden Form, 
gewonnen wurde. Das aus der d-Siiure gewonnene Bariumsalz krystalli. 
sierte in Nadeln und drehte ebenfalls nach rechts. 

Bei dieser Gelegenheit méchte ich noch erwihnen, daB bei der 
Kultivierung des Oidium lactis aus l]-Methionin eine kleine Menge Methyl- 
mereaptan und Athylsulfid gebildet wurde. Eine Schwefelsiurebildung 
wurde nicht nachgewiesen. 


2. Darstellung der 1-(—)-«-Oxy-y-methiobuttersadure. Zu 10 ¢ 
l-Methionin, welches in 140 cem n-Schwefelsiure gelist war, wurden unter 
Turbinierung 14 g Bariumnitrit (in 60 cem Wasser geldést) langsam im Laufe 
einer Stunde hinzugefiigt und noch eine weitere Stunde lang bei 0° C die 
Turbinierung fortgesetzt. 

Dann wurden 5 g Harnstoff (in 10 ccm Wasser geldst) zugesetzt, 
Die vom Bariumsulfat filtrierte Fliissigkeit wurde ohne weiteres in einem 
Extraktionsapparat von Kumagawa und Suto mit Ather extrahiert. Der 
Ather wurde durch Natriumsulfat entwiissert und auf dem Wasserbade 
verdunstet. Es wurde ein lackmussaurer Sirup gewonnen. Er enthielt 
ebenfalls Schwefel, aber keinen Stickstoff, ergab keine Bleisulfid-reaktion 
und beim Zusatz von Bariumchlorid im salzsauren Medium keine Fiillung. 
Seine Lésung drehte nach links. Zur Reinigung wurde er, wie oben, mit 
Quecksilberchlorid ausgefillt und der Niederschlag nacheinander mit 
Schwefelwasserstoff und Silberoxyd behandelt. Die Lésung wurde dann 
mit Zinkoxyd erwiirmt. Das auf diese Weise gewonnene Zinksalz krystalli- 
sierte in Nidelchen, die aufer der Drehung sonst ganz dieselben Eigen- 
schaften wie die Substanz aus Oidiumnihrlésung zeigten. 

Zinkbestimmung. Bestimmung der spez. Drehung. 
Getrocknetes Zinksalz . . 0,0860g  Getrocknetes Zinksalz 0,2322 g in 
Zinkoxyd. 0,0193 g (Zink 0,01551 g) 20,4279 g Wasser geldst (1,12°/,ige 
Zinkgehalt. . ... . . . 18,03°/, Lésung) bei 15° C im 2-dm-Rohr 
Ber. f. (C;H,O,S),4n. . . . 17,98°/, drehten -—0,71°. [a], = — 31,67°. 

Aus dem Erwihnten geht hervor, da8 1-(—)-o-Oxy-y-methiobuttersiure 
durch Einwirkung der salpetrigen Siiure aus 1-Methionin gewonnen wurde. 


3. Gewinnung der 1-(—)-«-Oxy-y-methiobuttersdiure aus 1-Methio- 
nin mittels Bacillus subtilis. Die hierbei gebrauchte Nihrlésung wurde 
nach Otsuka’) wie folgt hergestellt: 


Kaliumehlorid ..1,0g Glycerin. ............ 25,0 g 
Ammoniumchlorid. 10g Hendersonsche Phosphatmischung 170 ccm 
seamen iw OA OOM... 4 Om 1000 ccm. 


) Biwi. Z., 114, 81 (1921). 
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ung. 800 ccm Nihrlésung wurden in einem Kolben von 2 Liter Inhalt mit 
)g in — 0,5 g¢ Aluminiumphosphat und 2,0 g 1-Methionin versetzt und auf die oben 
4°), ice | beschriebene Weise sterilisiert. Die Lésung wurde dann mit 20 Schligen 
C, im & Subtilis, der frisch aus Stroh isoliert war, geimpft und bei 37° stehen 
32,35°, & gelassen. Nach 40 Tagen wurde aufgekocht und weiter wie oben behandelt, 
wodurch schlieBlich 0,3 g Zinksalz der 1-(—)-a-Oxy-y-methiobuttersiure ge- 


oli wonnen wurden. 
Siure 
Form, Zinkbestimmung. Bestimmung der spez. Drehung. 


ystalli- J Getrocknetes Zinksalz. . . 0,0599g Getrocknetes Zinksalz. . . 0,0406 g 
Zinkoxyd . 0,0150 g (Zink 0,01205 g) —in 13,8572 g Wasser geldst (0,29 °/,ige 


Rs Zinkgehalt. . ... . . . 20,12°/, Lésung) drehten bei 18° und im 
ildung § 2 dm-Rohr — 0,18° 

| Ber. f. (C;H,O,8),Zn . . . 17,98%, [ap = — 81,08°. 
| 10g § Da der Analysenwert des Zinksalzes von dem berechneten etwas ab- 


| unter J weicht, habe ich daraus das Bariumsalz von neuem hergestellt und kam 
Laufe J diesmal zu einem guten Ergebnis: 


de Getrocknetes Bariumsalz 0,1204 g. — BaSO, 0,0644 g (Barium 0,03790 g). 
resetzt. Ba gef. 31,48 °/,. Ber. f. (C,H,0,S),Ba 31,53°/,. 

einem 

t. Der 4. Ernahrungsversuche. Als Versuchstiere dienten Ratten von 30 


erbade & bis 40 g K6rpergewicht. Sie wurden zunichst im Kifig mit Reis und Gemiise 
nthielt J solange gefiittert, bis sie ein Gewicht von etwa 50 g erreichten und dann 
‘aktion J zum Versuch benutzt. Die gebrauchten Alkoholsiiuren, d-(+)- und 1-(—)e- 
illung. & Oxy-y-Methiobuttersiiure, wurden durch Einwirkung von Oidium lactis und 
n, mit # salpetriger Siiure auf 1-Methionin gewonnen. Die Grundkost, die als cystin- 
ar mit % und methioninarme Nahrung diente, wurde nach Kotake (jr.), Nakata und 
- dann & Fujikawa’) wie folgt hergestellt: 

ystalli- 


Eiger: ;Erbsenmehl ........4150g <Agar-Agar........- 230g 
Rohrazucker . . .. . > = ee I es wee re oe Oe 
, A ee ee a 60,5 g 

ne Osborne-Mendel’s-Salz ... 2,0¢ 

2 °/,ige Zu dieser Grundkost wurde im Sinne der Kontrolle 1-Cystin, das durch 


a- Robt Hydrolyse von Haaren gewonnen war, in einem Verhiiltnis von 0,5°/, zu- 
31,67". & cesetat 


rsiiure 


wurde. Hiermit wurden die Ratten einige Tage ernihrt, wobei sich 
ethio- eine Kérpergewichtszunahme zeigte. Die Tiere wurden dann aus- 
wurde @ SChlieBlich mit der Grundkost gefiittert, wobei die Kérpergewichts- 


zunahme sistierte. 


gs & Nun bekamen die Tiere eine Grundkost, der d- bzw. 1-Alkohol- 
siure in einem Verhiltnis von 0,62°/, zugesetzt war. 


') Diese Z. 243, 270 (1936). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, COXLIV, 
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Das Korpergewicht zeigte in beiden Fallen eine deutliche § 


Zunahme, was aus der folgenden Figur ersichtlich ist. 
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G.&.: Grundkost. 
d: G.K. + 0,62°/), d-a-Oxy-y-methiobuttersadure. 
l: G.K. + 0,62°/, 1-a-Oxy-y-methiobuttersaure. 
Z: G.K. + 0,5 % 1-Cystin. 


Schlu&folgerung. 

1. Es wurde aus |-Methionin durch Einwirkung von Oidiun 
lactis d-(+)-a-Oxy-y-methiobuttersiure, durch Einwirkung von 
Bacillus subtilis dagegen 1-(— )-~-Oxy-y-methiobuttersiure gewonnen. 
Die letztere wurde ebenfalls bei der Salpetrigesiureeinwirkung 
auf |-Methionin erhalten. 

Die spezifische Drehung der Zinksalze betrug + 31—32°. 


2. d-(+) sowie 1-(—)-a@-Oxy-y-methiobuttersiure waren in- 
stande, bei der Ernahrung von Ratten mit einer cystin- wil § 


methioninarmen Diat deren Wachstum zu fordern. 


Nachtrag 3 
zur Arbeit Y. Kotake jr., H. Nakata und F. Fujikawa, En 
fiir Ernihrungsversuche mit schwefelhaltigen Aminosiuren passet- 
des FuttereiweiB, Diese Z. 248, 270 (1936). 


In den Figuren §S. 271 bedeutet eine Einheit auf der Ordinate 10, 
auf der Abszisse 10 Tage. 
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Zur Frage der Vitamin C-Form in tierischen Geweben. 
Von 


T. Masayama und K. Tatematsu. 
(Unter Mitwirkung von K. Nogi und A. Yoneda.) 





(Aus dem Biochemischen Institut der Medizinischen Fakultat 
der Kaiserlichen Universitat zu Osaka) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. August 1936.) 


DaB dem isolierten krystallinischen Vitamin C eine Lacton- 


| struktur zukommt, ist allgemein anerkannt. Die Frage, ob das 
| genannte Vitamin im tierischen Gewebe entweder als freie Saure 
| oder ebenfalls als ihr Lacton existiert, ist noch nicht in be- 
| friedigender Weise gelést. Wir haben es daher unternommen, 
 mittels unseres Vitamosazons dieser Frage niher zu treten. Wenn 
| Vitamin C im Gewebe als freie Saiure vorhanden ist, miiBte bei 
_ Einwirkung des Phenylhydrazins ohne weiteres ein orange-gelbes 
_ Pyrazolonderivat, Vitamosazon), gebildet werden. Wenn Vitamin C 
| dagegen im Gewebe als Lacton enthalten ist, miiBte es wie das 
' im Handel befindliche Priparat zunichst mit Phenylhydrazin 
| eine rote Osazonverbindung eingehen, die erst bei Alkalibehand- 
lung in Vitamosazon iibergefiihrt werden wiirde. 


Herstellung des Vitamosazons aus nativem Gewebeextrakt. 


Als tierisches Gewebe wihlten wir Stierhoden. Das frische Material 


wurde zunichst mit Hilfe einer Zerhackmaschine und dann durch Quarz- 

| sand fein zerkleinert. Enteiwei8t wurde mittels Metaphosphorsiure und 

_ — ‘chwefelsiure. Die Fliissigkeit wurde dann bis zum pg 5 durch Ammoniak 

1, Kung 
_ letztere Niederschlag wurde nach Auswaschen mit Wasser und Methyl- 
_ alkohol, im letzteren suspendiert, durch Schwefelwasserstoff zerlegt, und die 


neutralisiert und nacheinander mit Bleiacetat und Bleiessig ausgefillt. Der 


vom Bleisulfid abfiltrierte Fliissigkeit im Vakuum konzentriert. Die Phenyl- 


_ hydrazinverbindung wurde stets in der Kilte erzielt wie folgt: 


Die auf obige Weise bereitete Organfliissigkeit, die mittels 
Natriumearbonat bis etwa p,, 4,0 neutralisiert und mit Phenyl- 
hydrazin und Natriumcarbonat versetzt war, schied beim Stehen- 


') Tatematsu, Nogi u. Yoneda, Diese Z. 225, 275 (1934). 
9* 
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lassen iiber Nacht ein orangegelbes Osazon aus, das nach der 


Umkrystallisation aus verdiinntem Alkohol bei 205—206° schmolz, 
Dieses war schon in der Kiilte in 0,2°/,igem Natriumcarbonat 
leicht léslich. Die rubazonsiiureartige Reaktion fiel positiv aus, 


d. h. die Lésung, die mit Essigsiiure und Zink reduziert und von 


Zink abfiltriert war, ergab beim Erwirmen bei p,, 5,4—5,6 eine 
violette Firbung. Das Osazon zeigte mit Vitamosazon gemischt 
keine Schmelzpunktsdepression. 


Herstellung eines Phenylosazons aus der krystallinischen Ascorbinsaure, f 


Die Phenylhydrazinverbindung der im Handel befindlichen Ascorbin- 
siure wurde unter den gleichen Bedingungen wie oben hergestellt. Der 


nach 2tigigem Stehenlassen ausgeschiedene rote Niederschlag wurde ab. f 


filtriert, gewaschen und in Eisessig gelést. Die Lisung wurde eventuell 


filtriert und der Eisessig im Vakuum verjagt. Der hierbei abgeschiedene F 


rote Niederschlag wurde mit wenig kaltem Alkohol gewaschen und in 


Aceton geliést. Die vom ungelést gebliebenen Niederschlag (feine farblose — 


Tifelchen) befreite Lésung schied rote prismatische Krystalle ab. 

Sie schmolzen bei 208—209°; beim langsamen Erhitzen jedoch sinterten 
sie bei 200°, um bei 203—204° vdllig zu schmelzen. Sie waren unldslich 
in Wasser und kaltem Alkohol, schwer léslich in Eisessig, aber leicht in 
Aceton. Die rubazonsiureartige Reaktion war negativ, so daB sich die 
Lésung hierbei nur gelb firbte. Die Krystalle zeigten, mit Vitamosazon 
gemischt, eine deutliche Schmelzpunktsdepression. 


Wie oben erwahnt, ist das Osazon, das aus der krystallini- 
schen Ascorbinsiure gewonnen wurde, kein Vitamosazon, sondern 
ein besonderes. Man erhilt aber daraus sehr leicht Vitamosazon, 
wenn man es in verdiinntem Natriumcarbonat erhitzt. Das au 


diese Weise gewonnene Vitamosazon war ebenfalls orangegell. § 


ergab die rubazonsdureartige Farbenreaktion und, mit Vitamosazon 
aus Orangen gemischt, nunmehr keine Schmelzpunktsdepression. 
Wir glauben also, daB die geschilderten zwei Phenylhydrazin- 


verbindungen durch folgende Strukturformeln, deren eine natiirlich f 


Vitamosazon selbst darstellt, zum Ausdruck gebracht werden kénnen. 
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Aus dem Erwaihnten kénnte man folgern, dafb Vitamin C in 


freie Siure, vermutlich in einer labilen Verbindung, enthalten ist. 
Fir diese Annahme glauben wir durch die folgende Tatsache 
eine Stiitze gefunden zu haben, Es verhielten sich nimlich 
Vitamin C in einem tierischen Gewebe und das im Handel be- 
findliche Vitamin C-Priparat bei dessen Autodigestion deutlich 
yerschieden. 

Die Autoxydation wurde im Warburgschen Apparat vor- 


cenommen. 
Versuch 1. 


Eine Ringersche Ascorbinsiéurelésung, die mit dem Phosphatgemisch 
auf py 7,4 eingestellt war, wurde in eine Reihe Gefi8e gefillt, und mit 
oder ohne Zusatz von einigen Milligramm Gewebeschnitten (Rattenleber) im 
Thermostaten bei 37,5° aufgehingt (Gasraum: O,). Nach dem Temperatur- 
ausgleich wurde ein Gefi8 herausgenommen, sein Inhalt mittels Meta- 
phosphorsiiure enteiweiBt, und die Ascorbinsiuremenge mit einer 2,6-Di- 
chlorphenol-indophenol-lésung titrimetrisch bestimmt, um ihren Anfangsgehalt 
zu ermitteln. Die iibrigen GefiBe wurden 2 Stunden lang weiter ge- 
schiittelt, dann herausgenommen und in ihrem Inhalt die Ascorbinsiure- 
menge bestimmt. . 











Tabelle 1. 
Lugesetzte Ascorbinsiurekonzentration pits Bewahrt 
Leberschnitte (mg pro 1 ccm) vor Oxydation 
FEE si: 5 AM tr ne ” 

(mg) Anfangs | Nach 2 Stdn. ine (°/o) 

5,495 0 0 0 i 

5,545 0,110 0,110 0 100 

1,475 0,110 0,110 0 100 

0 0,110 0 0,110 ” 











Die Tabelle zeigt, daB die Oxydation der Ascorbinsiéure 
durch die Leberschnitte vollstiindig gehemmt wird. 


Versuch 2. 
3g Leberbrei und 6 ccm Ringersche Lésung wurden auf 3 GefiBe 
verteilt, mit Sauerstoff gefiillt und im Thermostaten bei 37,5° geschiittelt. 
Der Ascorbinsiuregehalt des Gewebsbreies wurde unmittelbar nach Aus- 
gleich der Temperatur und nach 1—2stiindiger Schiittelung nochmals 











bestimmt. 
Tabelle 2. 
Zeit Ascorbinsiurekonzentration Abnahme Oxydationsgrad 
(Stunden) (mg pro 1 cem) (mg) (°/o) 
0 0,186 - _ 
1 0,045 0,141 15,7 
2 0,016 0,179 91,0 











92 Masayama u, Tatematsu, Zur Frage der Vitamin C-Form usw. 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, nimmt der Ascorbin. 


siuregehalt des Gewebsbreies mit der Zeit stark ab. 


Versuch 3. 


Bei diesem Versuch wurde statt der Ascorbinsiurelésung, die aus dem 


krystallinischen Priparat bereitet war, Hoden-Ringerextrakt benutzt. Die § 


iibrigen Versuchsanordnungen waren dieselben wie beim Versuch 1. 


Tabelle 3. 





Konzentration d. Abnahme 




















Zugesetzte von Ascorbinsiure Ailmohene Bewahrt 
Leberschnitte (mg pro 1 ccm) vor Oxydation 
(mg) —- a (°/5) 

Anfangs Nach 2 Stdn. ; 

5,820 0 | 0 0 - 
8,180 0,143 | 0,056 0,086 0 
7,480 0,148 | 0,056 0,086 0 
0 0,143 | 0,056 0,086 ~ 











Hieraus geht hervor, daB die Leberschnitte keine schiitzende 
Wirkung auf die Oxydation der Ascorbinsiure aus Stierhoden 
ausiiben. 


Die vorliegende Arbeit wurde uns erméglicht durch die Bewilligung 
von Mitteln der Gesellschaft zur Férderung der Wissenschaften im Unter- 
richtsministerium durch Herrn Prof. Kotake, wofiir wir auch dem letzteren 
unseren aufrichtigsten Dank aussprechen méchten. 
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us dem Uber den Puringehalt der Thrombocyten und Erythrocyten. 
t. Dick Von 
F. Koller. 





(Aus der Medizinischen Universititsklinik Ziirich.) 


rt (Der Schriftleitung zugegangen am 23. August 1936.) 
ation 
a Wenn wir uns die Aufgabe gestellt haben, den Puringehalt 
der Blutplattchen zu bestimmen und mit demjenigen anderer 
Blutzellen zu vergleichen, so geschah es in der Absicht, dadurch 
die vielumstrittene Frage, ob die Plattchen Kernsubstanz ent- 
_halten oder nicht, woméglich endgiiltig abzuklaren. Die Beant- 
zende — ' ‘ " yi ' 
nei wortung dieser Frage ist nicht nur fiir das Verstandnis der 


 Plittchenfunktion von Bedeutung, sondern sie erlaubt auch Riick- 

' schliisse auf die Abstammung der Thrombocyten'). Nach der am 

ligung F allgemeinsten anerkannten Theorie von Wright?) entstehen die 

ae Plittchen aus den Megacaryocyten des Knochenmarks, und zwar 

eS" ausschlieBlich aus dem Protoplasma dieser Riesenzellen. Sie 

| wiren demnach kernlose Gebilde. Im Gegensatz dazu vertritt 
Schilling’) die Auffassung, daB die Thrombocyten ausgestoBene 
Erythroblastenkerne darstellen, wonach sie vollstiindig aus Kern- 
substanz bestehen miiBten. Durch morphologische Methoden laBt 
sich die Frage, wie von namhaften Histologen [Brodersen‘)] 
zugegeben wird, nicht entscheiden. Die Thrombocyten enthalten 
wohl chromatophile Kérner innerhalb einer hellen Grundsubstanz; 
ein. typischer Zellkern l4Bt sich jedoch nicht nachweisen. 

Wir haben daher den Versuch unternommen, die Frage durch 
chemische Untersuchungen abzukliren. Es muB dabei voraus- 
geschickt werden, daB ahnliche Untersuchungen — wenn auch in 
spirlicher Zahl — bereits vorliegen. Lilienfeld) lieB unter 


') Rohr u. Koller, Uber die Abstammung der Thrombocyten. Klin. 
Wschr., im Druck. 
”) Virchows Arch. 186, 55 (1906). 
5) Dtsch. med. Wschr. 1918, Nr. 49; Virchows Arch. 234, 548 (1921). 
*) Hdb. mikr. Anat. II, 8. 673 (1927). 
*) Arch. Anat. u. Physiol. (Phys. Abtlg.) 1891, 536. 
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dem Mikroskop Pepsinsalzsiure auf die Blutplittchen einwirken§ mpy 
und stellte fest, daB sich ihre kérnige Substanz ebenso verhil Ppinz 
wie die Kerne der Leukocyten. Rossenbeck wandte die Feul.§ jot 
gensche Nuclealreaktion auf die Thrombocyten an, erhielt damitf ,,, 
jedoch ein negatives Resultat. Spiter erzielten Voit und Kempa'f 5.4 
nach geeigneter Vorbehandlung der Pra&parate einen positivenf pin, 
Ausfall der Reaktion. Diesen mikroskopisch-chemischen Unter-f pie 
suchungen kann jedoch nicht dieselbe Beweiskraft zukommen, wief gio 
der quantitativen Bestimmung von Substanzen, die fiir den Zell-f ,,}) 
kern charakteristisch sind. Wir sind wohl berechtigt, die Purin.f 
kérper mit geringen Kinschriinkungen zu diesen Stoffen zu zihlen f 4;;), 
Denn wenn die Purine auch zweifellos auBerhalb der Zellkernef ,;.. 
vorkommen kénnen (Blutserum usw.), so ist doch die Parallelitith 5 4 
zwischen Puringehalt und Kernreichtum in den verschiedenen— Bes! 
Organen derartig iiberzeugend, dab wir kaum fehlgehen, aus den} 
Puringehalt auf das Vorkommen und auch auf die relative Menge 
von Kernsubstanz zu schlieBen. Unsere Ergebnisse an Saiuger- und— 
Vogelerythrocyten sprechen ebenfalls in diesem Sinne (vgl. unten) — 


Quantitative Purinbestimmungen in Thrombocyten wurderf 
unseres Wissens bisher nicht ausgefiihrt. Wir fanden einzig inf 
einer FuBnote der 1906 erschienenen Arbeit von Schittenheln™ 
und Bodong’) iiber Blutgerinnung die Bemerkung, daB sie in 
den Blutplattchen Purinkérper nachgewiesen hiatten. Die beiden— 
Autoren gehen jedoch nicht niher auf diesen Befund ein. Der Grund, 
weshalb die chemischen Untersuchungen der Blutplittchen relatiy 
sparlich sind, liegt wohl in der Schwierigkeit, sie in geniigender 
Menge und in geniigender Reinheit, d. h. unvermischt mit andenf 
Blutelementen, darzustellen. 


Wir verweisen fiir die Beschreibung der angewandten Methodik 
auf den experimentellen Teil. Wir méchten hier nur erwahnen, 
daB wir fiir die Isolierung der Plaittchen das bereits 1904 vonf 
Morawitz’) angegebene Verfahren des fraktionierten Zentri-f 
fugierens beniitzten, welches darauf beruht, da8 das ungerinnbar 
gemachte Blut gerade so lange zentrifugiert wird, bis die roten > 
und weiBen Blutkérperchen sich sedimentiert haben, wihrend die 
Blutplattchen noch im Plasma suspendiert bleiben. Durch Ab-§ 
hebern desselben und erneutes Zentrifugieren kénnen dann die f 





6) Z. Biol. 95, 635 (1984). 
) Arch. f. exper. Path. 227, 54 (1906). 
*) Dtsch. Arch. klin. Med. 79, 1 (1904). 
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Thrombocyten isoliert zur Sedimentation gebracht werden. Die 
| einzelnen Phasen des Zentrifugierens miissen, um reines Plittchen- 
material zu erhalten, wiederholt werden, was erhebliche Verluste 
‘gu Folge hat. 3/, Liter AderlaBblut ist daher als Ausgangs- 
material kaum geniigend; wir verwendeten schlieBlich 2 Liter 


Rinderblut und erhielten davon !/,—1 g reinen Plittchenmaterials. 
‘Die mikroskopische Kontrolle zeigte, daB bei diesem Vorgehen 
‘die Thrombocyten von den Leuko- und Erythrocyten praktisch 


‘yollstiindig getrennt werden kénnen. 
Purin-§ 


Die Purine wurden nach der von G. Schmidt®) angegebenen 


‘Mikromethode, welche neuerdings von Edlbacher und Jucker”®) 
‘einer eingehenden Nachpriifung unterzogen und in einigen Punkten 
/modifiziert worden ist, bestimmt. Wir beschrinkten uns auf die 
Bestimmung der Gesamtpurine. Da das Frischgewicht nur an- 
‘Dihernd genau ermittelt werden konnte, legten wir vor allem Ge- 


‘wicht auf die Beziehung des Purin-N zum Gesamt-N. 
r- unde 


In Tab. I haben wir die Ergebnisse, die wir mit Menschen- 


| and Rinderblut erhielten, zusammengestellt. Von den mit Menschen- 


Dlut gewonnenen Resultaten fiihren wir nur wenige an, welche 


Meigen sollen, daB die Werte von derselben Gasiimordwung sind, 
‘wie die mit Rinderblut erhaltenen. Bei ihnen liegt der Mittel- 
‘wert des Quotienten Purin-N zu Gesamt-N, speziell bei Ver- 
‘arbeitung relativ groBer Mengen von Plattchen (0,8—0,9 g), bei 


ttwa 2°). 

Wir haben vergleichshalber mit derselben Methode den Purin- 
gehalt der Erythrocyten bestimmt (Tab. II). Der Quotient Purin-N 
tu Gesamt-N betrigt nach unseren Pieuad: fiir die (nicht 


bimolysierten) kernlosen Erythrocyten von Mensch und Siugetier 
Rind): 0,15—0,3°/,, also etwa den 10. Teil des Thrombocyten- 
wertes. Eine restlose Abtrennung der Leukocyten wurde bei der 


Tsolierang der roten Blutkérperchen nicht durchgefiihrt, da sie 


‘bei dem zahlenmiBigen Verhiltnis der Erythrocyten und Leuko- 


tyten praktisch bedeutungslos ist. Die gefundenen Purin-N-Werte 


sind ohnehin so gering, daB sie an die Fehlergrenze der Methode 
herankommen. Edlbacher und Jucker) haben gezeigt, daB 
Dei der Purinfallung eine geringe Mitfallung von Albumosen nicht 
Nermieden werden kann, wodurch der Purin-N etwas zu hoch er- 
halten wird. Der dadurch bedingte Fehler (0,04—0,08 mg N bei 


*) Diese Z. 208, 185, 226 (1932); 219, 191 (1933); 223, 215 (1934). 
*) Diese Z. 240, 78 (1936). 
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Verarbeitung von 0,2 g EiweiB) entspricht beinahe den von uns 
erhaltenen Erythrocytenwerten. Es ist daher méglich, daB diese 
minimalen Werte iiberhaupt nicht von Purinkérpern herriihrey, 

Im Gegensatz dazu zeigen die kernhaltigen Vogelerythrocyten 
(Huhn) relativ hohe Purinwerte (Purin-N/Gesamt-N um 3'/,°/)), 
Diese Differenz im Puringehalt derselben Zellart, je nachdem sie 
kernhaltig oder kernlos ist, scheint uns eine weitere wesentliche 
Stiitze fiir die Annahme, dab aus dem Puringehalt von Zellen 
oder Geweben tatsiichlich auf die Menge der in ihnen enthaltenen 
Kernsubstanz geschlossen werden darf. Ein Vergleich mit den 
Thrombocytenwerten zeigt, daB dieselben an den Puringehalt der 
Vogelerythrocyten nahe herankommen, wenn sie ihn auch nicht 
ganz erreichen, wahrend sie den minimalen ,,Purin“gehalt der 
Siugererythrocyten um ein Vielfaches iibertrefien. Daraus ziehen 
wir den SchluB, daB die Thrombocyten tatsaichlich Kern- 
substanz enthalten. 

In Tab. III haben wir einige Resultate zusammengestellt, die 
wir mit derselben Mikromethode an verschiedenen Organen er- 
halten haben, und die mit den Werten der Literatur iiberein- 
stimmen. In diesem Zusammenhang scheint uns vor allem der 
Puringehalt der Thymusdriise von Bedeutung, die zweifellos zu 
den kernreichsten Organen gehort (Purin-N/Gesamt-N etwa 12°). 
Dieser Wert iibertrifit den mit Thrombocyten erhaltenen Purin- 
gehalt um das 5—6fache. Die Thymus besteht jedoch trotz ihres 
Kernreichtums nicht allein aus Kernsubstanz. Aus diesem Ver- 
gleich laBt sich folgern, daB die Thrombocyten zwar Kernsubstanz 
enthalten, daB sie aber bei weitem nicht ausschlieBlich daraus 
bestehen kénnen. Protoplasma und Kernsubstanz miissen in den 
Blutplittchen — rein quantitativ ausgedriickt — etwa in der Art 
verteilt sein, wie dies in den Vogelerythrocyten oder im Nieren- 
gewebe der Fall ist. Dies diirfte mit der morphologischen Ver- 
teilung von heller Grundsubstanz und chromatophiler Kérnersubstauz 
in den Thrombocyten iibereinstimmen (wobei letztere dem Kern 
entsprechen wiirde). 

Diese Ergebnisse sind fiir die Lehre der Abstammung der 
Blutplittchen von Bedeutung. Denn wenn es auch nicht méglich 
ist, durch chemische Untersuchungen die Entstehung der Plattchen 
aus einer bestimmten Knochenmarkzelle zu beweisen, so zeigt 
doch die quantitative Bestimmung von Kernsubstanzen, daB sich 
bei der Bildung der Plittchen sowohl Kern wie Protoplasma der 
Mutterzelle beteiligen miissen. Dies ist weder nach der Theorie 
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yon Wright (rein protoplasmatische Genese), noch nach derjenigen 
yon Schilling (ausschlieBlich caryogene Entstehung) der Fall. 
Da morphologische Untersuchungen [Rohr und Koller’)] fiir die 
Bildung der Plattchen aus den Megacaryocyten (Wright) sprechen, 
s0) ist die Wrightsche Theorie dahin zu erginzen, daB bei der 
Thrombocytogenese sowohl Kern wie Protoplasma der Knochen- 
narksriesenzellen beteiligt sind. 


Versuehsteil. 
I. Thrombocyten. 


a) Isolierung. Zur Verhinderung der Blutgerinnung beniitzten wir 
sowohl Magnesium-Sulfat wie Novirudin. Von MgSO, verwendeten wir eine 
14°/,ige Lésung, Mischungsverhiltnis Magnesium-Sulfatlésung: Blut = 2 Vol: 
7Vol. Da mit der Méglichkeit zu rechnen war, daB durch die beigemischte 
Salzlésung ein Teil der Nucleoproteide der Biutplittchen herausgelést wiirde, 
verarbeiteten wir auch Blut, das durch Novirudin ungerinnbar gemacht 
worden war. Von diesem Priparat geniigt pro Liter Blut 1 g. Wir haben 
wiederholt Blut vom gleichen ‘Tier teils mit Mg-Sulfat, teils mit Novirudin 
ugerinnbar gemacht, konnten jedoch keinen regelmiBigen Unterschied in 
den Resultaten nachweisen. In Tab. I sind drei solcher Versuchspaare an- 
gefiihrt (Nr. 6 u. 7, 8 u. 9, 10 u. 11). Bei den Versuchen mit geraden Ziffern 
wurde Novirudin, bei denjenigen mit ungeraden MgSO, verwendet. Wir 
esehen daraus, daB der relative Puringehalt in den Versuchen mit MgSO, 
nicht geringer ist. Dagegen scheint in diesen Versuchen der Gesamt-N be- 
wgen auf das Frischgewicht etwas herabgesetzt. Bei der nur approximativen 
Bestimmbarkeit des Frischgewichtes kénnen wir diesem Befund jedoch keine 
groBe Bedeutung beimessen. 

Die Trennung der Thrombocyten von den iibrigen Blutelementen er- 
fulgte durch fraktioniertes Zentrifugieren. Das ungerinnbar gemachte 
Blut wurde in Zentrifugengliisern zu 100 cem anfinglich 7—11 Minuten 
ventrifugiert (je nach der Art des Blutes). Daraufhin wurde das thrombocyten- 
haltige Plasma abpipettiert und zur weiteren Reinigung nochmals 6—9 Minuten 
ientrifugiert. Es sedimentierten dann neben Plittchen noch zahlreiche 
Erythro- und Leukocyten, wie aus der histologischen Kontrolle hervorging. 
Das Plasma wurde hernach abgegossen und 1'/, Stunden zentrifugiert, wo- 
bei die Plittehen vollstindig sedimentierten. Darauf wurde das zellfreie 
Plasma dekantiert, die zentrifugierten Plittchen in einer dem Plasma ent- 
sprechenden Menge physiologischer NaCl-Lésung aufgeschwemmt und wieder 
1, Stunde zentrifugiert. 

Da bei der Behandlung der Plittchen mit physiologischer NaCl- 
Lisung wieder die Méglichkeit bestand, daB Nucleoproteide herausgeldst 
werden kénnten, so fiihrten wir auch Versuche durch, bei denen wir auf 
das Auswaschen mit NaCl-Liésung verzichteten. Es sind dies Nr. 8 u. 9 der 
in Tab. I zusammengestellten Versuche. Wir finden hier jedoch keinen 
hoheren relativen Puringehalt, der Quotient Purin-N/Gesamt-N ist sogar um 
tin geringes niedriger als in den anderen Versuchen. Es riihrt dies zweifellos 
davon her, daB beim Verzicht auf das Auswaschen mit physiologischer 
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NaCl-Lésung der Gesamt-N infolge nicht vollstindiger Entfernung de 
PlasmaeiweiBes um ein weniges erhéht ist. Damit stimmt auch iiberein, da; 
wir in der zum Waschen verwendeten NaCl-Lésung geringe Mengen Eiweif, 






















jedoch kein Purin nachweisen konnten. 

b) Die Purinbestimmung fihrten wir nach der von Gerharif _. 
Schmidt®*) angegebenen Mikromethode durch, wobei wir die von Edl bache Frisch, 
und Jucker beschriebenen Erginzungen beriicksichtigten. Es wurden ste f 
Doppelbestimmungen ausgefiihrt. Wir verzichten auf die Wiedergabe vn —R— 
Versuchen, in denen wir die Genauigkeit der Methode durch Verarbeitun 
von Mischungen bekannter Mengen von Casein und Guanin erprobten uni 1, 
in der Regel eine Fehlergrenze von nicht iiber 10°/, feststellen konnten. Auch wy 
auf Versuche mit Zusatz von bekannten Mengen Guanin zu Thrombocyten I 
und Erythrocyten méchten wir der Kiirze halber nicht eingehen. ’ 

In Tab. I sind die Ergebnisse, die wir mit Thrombocyten erhalte 0, 
konnten, zusammengestellt. Wir méchten hier nochmals betonen, da dafm 2, 
Frischgewicht nur annihernd bestimmt werden konnte und wir daher voi 2, 
allem Gewicht legen auf das Verhiltnis Purin-N/Gesamt-N. ey 

at 
Tabelle I. 
: 1,( 
Gesamt-N/ Purin-N/ Purin-N/ 2, 
Nr. | Frischgewicht | Frischgewicht | Frischgewicht Gesamt-N re 
g %o °/o %o 
Thrombocyten (Rind) 
1 0,24 1,4 0,08 5,7 Di 
2 0,32 1,4 0,07 4,9 methode 
3 0,54 2,6 0,06 2,4 lymphat 
4 0,3 1,8 0,08 4,5 daher Ai 
4) 0,4 3,2 0,10 3,2 
6 0,3 4,6 0,09 1,9 
7 0,37 3,8 0,12 3,1 
8 0,90 3,0 0,06 1,9 we 
9 0,81 2.9 0,05 1,8 
10 0,99 2,0 0,04 2,1 
11 0,39 1,6 0,04 2.4 
Thrombocyten (Mensch) : _ 
1 0,42 2,4 0,05 2 Thymus 
2 0,23 2,5 0,15 5,9 Desgl. . 


















Knocher 


Die Menge der verarbeiteten Thrombocyten variiert von etwa */, bis 
1 g Frischgewicht. Der Quotient Purin-N/Gesamt-N niihert sich um ® 
mehr dem Wert von etwa 2°/,, je mehr Pliittchenmaterial untersucht werden 
konnte. 


II. Erythrocyten. 


Wir verwendeten dazu durch Novirudin ungerinnbar gemachtes odet 
defibriniertes Menschen- und Rinderblut. Die Erythrocyten wurden durch 
Zentrifugieren und Waschen mit physiologischer NaCl-Lésung_ isoliert 
Himolyse wurde vermieden. Dem Frischgewicht kann auch hier nur approxi: 
mativer Wert zukommen. 
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* des i Tabelle IL. 


» dai Erythrocyten 














weil, seeeeeiee seenenaninees — — 

nari Gesamt-N/ Purin/N Purin-N/ 

: al Frischgewicht}| Frischgewicht Frischgewicht Gesamt-N 

I q ‘ 

stets i Lt "lo */o *lo 

> Vol ert. a rE ees ee M a sina _ , ” 

itunp rythrocyten vom Menschen 

ui 1,98 4,4 0,010 0,23 

Auf 190 4,5 0,014 0,31 

1,08 4,5 0,014 0,31 
eyten 
Erythrocyten vom Rind 

alten i 0,99 5,3 0,008 0,15 

3 dag = -2,02 4,6 0,007 0,15 

: yo «2,08 4,8 0,018 0,27 
1,05 4,6 0,014 0,30 
2,06 5,0 0,007 0,14 

Erythrocyten vom Huhn 

—f 1,06 5,0 0,168 3,36 

| 2,05 4,0 0,153 3,82 

. 1,03 5,1 0,176 3,45 
1,16 4,9 - 0,155 3,17 


III. Verschiedene Organe. 


| Die wiedergegebenen Resultate wurden mit derselben Purinbestimmungs- 
methode erhalten. Die Thymusdriise untersuchten wir deshalb, da sie als 
Jymphatisches Organ zum iiberwiegenden Teil aus Lymphocyten besteht und 
daher AufschluB geben kann iiber den Puringehalt dieser Art von Leukocyten. 


Tabelle IIL 





Frisch- Gesamt-N/ Purin-N/ Purin-N 






















gewicht | Frischgewicht | Frischgewicht |Gesamt-N 
g 0; 0 0; 
/0 10 ‘0 
Thymus vy. Kalb. . 1,02 2,5 0,31 12,4 
ae 1,02 2,5 0,29 11,6 
_ BXnochenmark v. my- 
, bi cloisch. Leukimie 0,9 3,3 0,13 4,0 
Niere v. Menschen . 0,51 3,3 ~ 0,10 3,0 
Niere v. Ratte ... 0,52 3,12 0,12 3,8 
Leber v. Ratte... 0,67 3,3 0,14 4,2 
_* eee 0,50 3.7 0,16 43 
Zusammenfassung. 
ure A ; re 
liert 1. Es wurde der Puringehalt isolierter Thrombocyten mit der 


roxif[e-likromethode von G. Schmidt bestimmt. Fir den Quotienten 
Purin-N/Gesamt-N ergab sich ein Mittelwert von etwa 2°/,. 
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2. In den kernlosen Saugererythrocyten konnten mit derselbey 
Methode nur minimale Mengen von Purinkérpern nachgewiese—h 
werden. Dagegen zeigten die kernhaltigen Hiihnererythrocyte— 


einen betrachtlichen Puringehalt. Der Quotient Purin-N/Gesamt.\ 
betrigt bei letzteren etwa 3'/,°/). 


Cher 


3. Dieser auffallende Unterschied zwischen dem Puringehal& 
kernloser und kernhaltiger Erythrocyten scheint uns eine wesent.[f 
liche Stiitze fiir die Annahme, da die Purinkérper tatsachlich 


fiir den Zellkern charakteristisch sind. 


(A 


4, Sehr kernreiche Organe wie die Thymus besitzen einafy 
Puringehalt, der gegentiber demjenigen der Blutplittchen um einff 


mehrfaches erhéht ist. 

5. Aus diesen Ergebnissen wird der Schlu8 gezogen, dab die 
Thrombocyten Kernsubstanz enthalten, daB sie aber nicht aus. 
schlieBlich aus Kernmasse bestehen. 

6. Diese Folgerung ist von Bedeutung fiir die Theorie de 
Abstammung der Blutplattchen. Die Wrightsche Theorie, wonac 


die Thrombocyten Abkémmlinge des Protoplasmas der Megacaryo.™% 


cyten sind, kann in dieser ausschlieBlichen Form nicht bestiitig 
werden. Unsere Befunde sprechen fiir eine Mitbeteiligung de: 
Kernes der Megacaryocyten bei der Plattchenbildung. 


Fri. Gertrud Haffter sind wir fiir die wertvolle Mithilfe bei de 
Ausfiihrung der Analysen zu bestem Dank verpflichtet. 
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‘Uber Formyl-pyrro-porphyrin und Formyl-deutero-porphyrin ®). 
Von 


Hans Fischer und Ludwig Beer. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. August 1936.) 


Vor kurzem beschrieben wir Formyl-pyrro-porphyrin, das 

‘durch Eimwirkung von Dichlormethylither und Zinntetra-chlorid 
‘als Katalysator aus Pyrrohimin gewonnen wurde’). Bei Anwendung 
von Zinntetra-bromid, das schonender und angenehmer zu hand- 
‘haben ist, gelang es, bei einer Reaktionstemperatur von 50—55° 
‘die Ausbeute auf 50°/, zu steigern. 
_ Durch Kondensation mit Malonsiure war bereits?) unter Ab- 
‘spaltung von Kohlendioxyd die 1,3,5,8-Tetramethyl-2, 4-diithyl- 
_porphin-6-acrylsiure-7-propionsaure erhalten worden, die der kata- 
‘lytischen Hydrierung unterzogen wurde. 

Mit Palladium als Katalysator entstand Mesoporphyrin, das 
‘in Mischschmelzpunkt mit Mesoporphyrin IX aus Hamin keine 
‘Depression ergab. 

, Damit ist wiederum ein neuer Beweis fiir die gleiche An- 
fordnung der Seitenkette im Chlorophyll und Blutfarbstoff erbracht 
‘und gleichzeitig eine neue Synthese des Mesoporphyrins. 

| Die schon friher?) ,,spektroskopisch“ durchgefiihrte Kisessig— 
bromwasserstoff-Reaktion wurde in gréBerem MaBstab durchgefiihrt. 
Es entsteht hierbei Anlagerung von Bromwasserstoff an die Doppel- 
rbindung und das Brom kann mit Natronlauge hydrolysiert werden. 

Nach Veresterung mit Diazomethan wurde der Ester der 
Oxy-propionsiure folgender Konstitutionsformel (I) in schén krystalli- 


siertem Zustande erhalten. DaB wirklich die Oxy-propionsiure 


vorliegt, wurde auBer durch die Analyse durch Kinwirkung von 
konzentrierter Schwefelsiiure bewiesen, die wiederum zur Acryl- 


‘siure fiihrt. Auch konnte durch vorsichtige Oxydation mit Chrom- 


') 39. Mitteilung zur Kenntnis der Porphyrine; 38. Mitteilung Diese Z., 


im Druck. Vgl. auch Dissertation Ludwig Beer, Miinchen, 1936. 


*) Liebigs Ann. 512, 239 (1934). 
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siure—Kisessig die entsprechende Ketonsiure, die 1,3,5,8-Tetra.f 

methyl-2,4-diithylporphin-6-f-ketopropionsiure-7-propionsaure er. Spit 
halten werden. Analog den Acetyl-porphyrinen wurde hier eiyf jer 
verwaschenes Spektrum beobachtet. Die Oximierung ergab gering en 
Blauverschiebung der Banden wie iiblich. E der 


H,C——C,H, H,C,—,C,H, | lich 


| 


of — as WH : Gan 
- und 


CH 
Hl | | | Hins 




















H,C——CcH, H,C-——O——hl, 
| | OH Bw etl 
CH, COOH Unte 
COOH | 


Versuche, aus der Ketonsiiure das schon friiher synthetisiert den 
Acetyl-pyrro-porphyrin zu gewinnen, sind im Gange, ebenso vom nebe 


hier aus und aus der oben beschriebenen ,,Milchsiure* — die Utier 
beide auch beim Porphyrin-Abbau als intermediare Stoffwechsel-& ‘ie « 
produkte in Betracht zu ziehen sind — den Ringschlu8 zu 











y-Methingruppe zu vollziehen. F Forn 


Nahe lag es, die Anlagerung von Diazoessigester an die ,,Acryl-— (xy- 
siiure“ zu untersuchen, die auch hier gelang, wie schon aus de isolic 
spektroskopischen Untersuchung hervorging, die zu einem den bewic 
Mesoporphyrin ihnlichen Spektralbefund fihrte. Es gelang ei sind 
in schénen Nadeln krystallisierendes Porphyrin vom Schmelzp. 265) riick, 
zu erhalten. Die Analyse ergab einen Gehalt von 6 Stickstoflen bei ( 
Ks ist also hier im Gegensatz zum Proto-porphyrin!) bei der An} pyrre 
lagerung des Diazoessigesters nicht Stickstoffabspaltung eingetretenf Befur 
sondern die Diazoessigester-Reaktion hat zur Bildung eines Py tiberg 
azolinringes gefiihrt. Dem neuen Porphyrin kommt folgende Kon durcl 
masemenanaarinad zu: Waihi 

‘de mm tae Ptrat 
H Hi | beim 
Ul Hc ‘CH, HooC—C—c—* “CH, 
Ou, HN é—coocu, hier 
| NF 
COOH N 
') Liebigs Ann. 517, 245 (1935). 2 
*) Die obere Hiilfte dieser Forme! ist gleichlautend mit der von Formel|f 3 
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Damit liegt zum erstenmal ein Porphyrin vor, das in der 


' Seitenkette einen Pyrazolinring tragt, und es ist interessant, dab 
der Eintritt dieses neuen Ringsystemes spektroskopisch lediglich 


den Effekt der Aufhebung der Doppelbindung verursacht; denn 
der neue Koérper ist spektroskopisch Mesoporphyrin auferordent- 


ich ihnlich. 


Die weitere Untersuchung des interessanten Kérpers ist im 
Gange, insbesondere auch die Rhodin-Reaktion, die Oxydation 


' und Reduktion sowie die Decarboxylierung. Es wird auch von 


Interesse sein, welchen Effekt weiter einzufiihrende Gruppen und 


| die Erzeugung einer Ketogruppe im Ringsystem in spektroskopischer 


Hinsicht hat. An die Porphin-acrylsiure lift sich auch Diazo- 
methan anlagern. Die Ausbeute ist schlecht, so daB hier die 


' Untersuchung noch zuriickgestellt wurde. 


Aus der Pyrro-acrylsiure versuchten wir durch Brenzreaktion 


' den entsprechenden Vinylkérper zu erhalten. Die Reaktion fiihrte 
/neben viel unverindertem Ausgangsmaterial zu Atio-porphyrin. 
Offenbar tritt durch Nebenreaktionen Wasserstoffentbindung ein, 
die die ungesiittigte Seitenkette hydriert }). 


Wie schon friiher spektroskopisch festgestellt wurde’), lagert 


| Formyl-pyrro-porphyrinester Blausiure an unter Bildung eines 
| Oxy-nitrils, das in gréBerer Menge nun in krystallisiertem Zustand 
‘isoliert wurde und dessen Analyse das Vorliegen des Oxy-nitrils 
"bewies. Auch Ammoniumcyanid 1aB8t sich anlagern. Beide Kérper 
‘sind labil und gehen leicht wieder in das Ausgangsmaterial zu- 
riick, in vollkommener Analogie zu den entsprechenden Derivaten 
-bei Chlorophyll b. Methyl-magnesiumjodid fiihrte zum Ox-ithyl- 
/pyrroporphyrin, wobei wiederum der unscharfe spektroskopische 
'Befund des Formylkérpers in das scharfe ,,Himato-Spektrum“ 
tibergeht und der erhaltene Kérper war identisch mit dem friiher *) 
| durch Reduktion des Acetyl-pyrro-porphyrins erhaltenen Kérper. 


Wahrend friiher die Wasserabspaltung nicht gelungen war, konnte 


‘diese hier im Hochvakuum durchgefiihrt werden. Spektroskopisch 
}trat — wie zu erwarten — Rotverschiebung ein, gerade so wie 
/beim Ubergang von Himatoporphyrin in Protoporphyrin. 


Die Analyse des bei 221° schmelzenden Esters bewies, daB 
hier eine 1,3,5,8-Tetramethyl-2,4-diithyl-6-vinylporphyrin-7-pro- 


') Vgl. Diese Z. 154, 44 (1926); vgl. a. Liebigs Ann. 524, 226 (1936) 
*) Liebigs Ann. 512, 239 (1934). 
5) H. Fischer u. K. Zeile, Liebigs Ann. 475, 257 (1929). 
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pionsiure vorlag. Auf diese Weise wurde also der Vinylkérper 
in relativ guter Ausbeute erhalten, wihrend die Decarboxylierung 
(vgl. oben) der Acrylsiure miflungen war. 

Die Absorptiousspektren von Vinyl-pyrro-porphyrinester und 
Pyrro-acrylsiureester wurden von A. Stern und H. Wenderlein 
einer niheren Untersuchung unterzogen. Gegeniiber der Acryl. 
siure ist beim Vinyl-pyrroester Verschiebung der Streifen nach 
Blau zu konstatieren. Die maximale Intensitat des III. Streifens 
im Spektrum der Acrylsiure wird an den IV. Streifen beim Vinyl. 
pyrro-porphyrin abgegeben. 

Ks ist von Interesse, ob durch Eisessig—Bromwasserstof- 
Behandlung bei 180° der Vinylkérper sich in Desoxo-phyllerythrin 
iiberfiihren laBt. 

Rhodin g,-Kisensalz’) (3-Desmethyl-3-formyl-chlorin e) list 
sich durch Einwirkung von farblosem Jodwasserstoff (Oxoreaktion) 
zu Rhodinporphyrin g,') oxydieren, d. h. neben der Isomerisation 
tritt Oxydation des Formylrestes zur Carboxylgruppe ein und 
interessanter Weise liBt sich hier das Eisensalz des Formy)- 
pyrro-porphyrinesters durch das gleiche Reagens auch in Rhodo- 
porphyrin iiberfiihren. Nach dem Verestern mit Diazomethan 
wurde ein Porphyrin vom Schmelzp. 262° in prachtvollen Prismen 
erhalten und der Schmelzpunkt mit Rhodo-porphyrin anderer Dar- 
stellung ergab keine Depression. 

Damit ist eine neue Synthese des Rodo-porphyrins durchgefihrt 
und auch an synthetischem Material die Uberfiithrungsméglichkeit 
der Formylgruppe zur Carboxylgruppe bestitigt. 

Das schon frither’) beschriebene Oxim des Formyl-pyrro- 
porphyrinesters laiBt sich durch Erhitzen mit Essigsiureanhydrid 
in 1,3,5,8-Tetramethyl-2, 4-diiithyl-6-cyanporphin -7 - propionsiure 
iiberfiihren. Das Nitril krystallisiert prachtvoll, besitzt die relatiy 
hohe Salzsiiurezahl 9. Auch das Himin krystallisiert gut und gab 
ebenso wie der Ester stimmende Analysenzahlen. Auffallend ist 
auch hier wieder die groBe Bestiindigkeit des Nitrils gegen Siuren. 
Bei Sstiindigem Kochen mit propylalkoholischem Kali konnte 
spektroskopisch die Bildung von Rhodoporphyrin beobachtet werden. 
Mit 30°/,igem methylalkoholischem Kali bei 145° — d.h. unter 
den Bedingungen, unter denen Rhodoporphyrin auch aus Chlorophyll 
entsteht — gelang es, die Verseifung durchzufiihren und es konnte 


') Liebigs Ann. 510, 191 (1934). 
*) Liebigs Ann, 512, 239 (1934). 
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Rhodo-porphyrinester durch Mischschmelzpunkt und sonstige Kigen- 
ischaften identifiziert werden. Ks liegt also wiederum eine Synthese 
‘dieses wichtigen Chlorophyll-porphyrins vor. 


Das Nitril soll noch einer weiteren eingehenden Untersuchung 


‘nterzogen werden, insbesondere auch der Rhodinreaktion. 


Nachdem wir, wie eben geschildert, die Umsetzungsméglichkeit 


ides Formyl-pyrro-porphyrins mit Methyl-magnesiumjodid (vgl. 


‘.33, 41) kennengelernt haben, lag es nahe, mit anderen Grignard- 


Verbindungen analoge Umsetzungen zu erzielen und zwar wurden 
diese mit Athyl-magnesiumjodid, Phenyl-magnesiumjodid und Allyl- 
magnesiumjodid mit Erfolg durchgefihrt, wie die spektroskopischen 
Reaktionen zeigten. Immer entstand zuerst das Carbinol, aus dem 
hm ersten Falle die Wasserabspaltung durchgefiihrt wurde, wiihrend 
jm zweiten Falle das Reaktionsprodukt identisch war mit dem von 
HH. Fischer und K. Hansen!) vor kurzem erhaltenen Oxy-benzyl- 


pyrro-porphyrin. Die Umsetzung mit Allyl-magnesiumjodid wurde 
‘durchgefiihrt, um Porphyrine mit der Butadien-Seitenkette zu er- 
alten. Bis jetzt hat die Synthese nur zum Carbinol gefiihrt. Die 


Versuche werden jedoch fortgesetzt. 


Formyl-porphyrin ist weiter kondensationsfihig mit Malodi- 


nitril, mit Cyan-Essigester und Methylamin. Alle Kérper sollen 
noch einer eingehenden Untersuchung unterzogen werden. 


Formyl-pyrro-porphyrin reagiert auch mit Brenztraubensiure 


Jem Kochen mit Essigsiure-anhydrid, ebenso mit Nitromethan, 


ier unter Zusatz von Diithylamin. Der 6-Nitro-vinyl-pyrro-por- 


phyrin-methylester krystallisiert in Nadeln. Die weitere Unter- 
suchung ist im Gange. 


Weiterhin haben wir die gleichen Reaktionen auf Deutero- 


Jiimin iibertragen und zwar aus zwei Griinden: 


Kinerseits konnte bei der Formulierung hier ein Diformyl- 


deutero-porphyrin erwartet werden, das dann durch analoge 
Umsetzungen 1mal zum Koproporphyrin III, zum anderen zum 
Himin IX fiihren muBte; andererseits haben durch die Konstitutions- 
wufklirung des Spirographishimins alle Umsetzungen des Deutero- 


liimins ein besonderes Interesse gewonnen. 
In der Tat gelang beim Deutero-himin die Reaktion mit 


Jichlor-ither. Es wurde ein schién krystallisierter Ester erhalten. 
Die Analyse ergab jedoch, daf nur ein Formylrest in das Deutero- 
himin eingetreten war und die Analyse des in schénen Nadeln 


) Liebigs Ann. 521, 128 (1935). 
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krystallisierenden Kupfersalzes bestitigte diesen Befund, ebensy 
die Analyse weiterer Derivate, so des Kondensationsproduktes 1; 
Malonsiiure, wobei wiederum Kohlendioxyd abgespalten wurde uni 
die entsprechende Acrylsiure erhalten werden konnte, deren Kupfer. 
salz gut krystallisierte. Auch mit Malonsiure-dimethylester erfoly: 
Umsetzung zu einem bei 206° schmelzenden Penta-methylestey, 
Spektroskopisch ist hier gegeniiber der Acrylsiure eine gering 
Verschiebung der Absorptionsbanden nach Blau zu konstatieren, 

Anlagerung von Blausiiure und Ammoniumcyanid verliefey 
positiv und ergaben denselben spektroskopischen Befund wie be; 
Formyl-pyrro-porphyrin. 

Deutero-acrylsiureester lagert, ebenso wie Pyrro-acrylsiiure. 
ester, Diazoessigester unter Bildung eines Pyrazolinringes an, 
Aus Aceton—Methylalkohol krystallisiert das Porphyrin in feiney 
Nadeln vom Schmelzpunkt 220°. Die Analyse ergab 6 Stickstof. 
Atome, also Pyrazolinring. 

Durch einstiindiges Kochen des Oxims von Mono-formyl]-deutero- 
porphyrinester mit Essigsiiureanhydrid konnte das Nitril in rhom. 
bischen Prismen vom Schmelzpunkt 207° erhalten werden. ks 
wurde durch Analyse des Esters und des Eisensalzes identifiziert. 
Verseifungsversuche zur Carbonsiiure verliefen erfolglos. Zu diesen 
Ziele fiihrte jedoch die Oxo-Reaktion des Mono-formyl-deutero- 
esters. Diesmal wurde nicht das Kisenkomplexsalz, sondern der 
Porphyrinester in Kisessig mit farbloser Jodwasserstoffsiure im 
Luftstrom oxydiert. Das Porphyrin, das die Salzsiiurezahl 5 besitzt, 
wurde nach dem Umkrystallisieren aus Pyridin—Eisessig in langer 
Nadeln vom Schmelzpunkt 206° erhalten. Es ist spektroskopisc! 
identisch mit dem von H. Fischer und A. Kirstahler’) synthe- 
tisch aus 3,3’-Dipropionsiure - 4, 4’-dimethyl-5,5’-dibrom - pyrro- 
methen-hydrobromid und 4,5,3’,5’-tetramethyl-3-brom-4-carbmeth- 
oxy-pyrromethen-hydrobromid erhaltenen 1,3,5,8-Tetramethylpor- 
phin - 4-carbmethoxy - 6,7 -dipropionsiiure-dimethylester. Auch der 
Schmelzpunkt ist derselbe. Analysiert wurden Trimethylester 
und Ester—Kisensalz. Damit war der Eintritt der Formylgruppe 
in 4-Stellung bewiesen worden entsprechend folgender Formulierung 
(vgl. Formel ITI). 

Stets hatte der Mono-formyl-deutero-porphyrin-methyleste! 
den gleichen Schmelzpunkt, ein Beweis dafiir, daB die Reaktiou 
sich immer in der gleichen Weise vollzieht, offenbar ist es die 


1) Diese Z. 198, 73 (1932). 
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' | 4-Stellung, die in diesem Fall die reaktionsfihigste ist. Es wird 
& interessant sein, in weiteren Untersuchungen festzustellen, ob auch 
"Bi voch in anderen Porphyrinen mit 2 freien Methingruppen die 
IN eN ; — ‘ ° . . . . eel? 
ia 4-Stellung die bevorzugte ist und wie weit die reaktionsfihigste 
eB Stelle bestimmt wird durch die Substituenten des Porphinkernes 
‘oder durch den betrefienden Ring. Es wird auch interessant sein, 
er0- 


'festzustellen, ob bei Vorhandensein freier Methingruppen Pyrrol- 
10m @ kern IT und -IV einander gleichwertig sind und ob in spiiteren 
CBs Untersuchungen beim Chlorinsystem iihnliche GesetzmiBigkeiten 
er. M auftreten werden. Fiir die weitere synthetische Erforschung dieser 


“Sell @ Farbstoffgruppen sind solche Untersuchungen natiirlich von grofer 
tero- | Wichtigkeit. In Mono-formyl-deutero-porphyrin-Kisensalz konnte 
der fin der tblichen Weise der Acetylrest eingefiihrt werden, wenig- 
lB stens nach der spektroskopischen Untersuchung, und von hier aus 
12, nuB die Synthese eines Iso-spirographis-porphyrins méglich sein 
13°" durch Reduktion der Acetylgruppe zur Ox-iithylgruppe und nach- 
SC! herige Wasserabspaltung zur Vinylgruppe. Wir hoffen, bald iiber 
the- IB diese Versuche berichten zu kénnen. 
— 
oi 4-Formyl-deutero-porphyrin reagiert mit Methyl-magnesium- 
por: ‘jodid zum schén krystallisierenden Ox-athyl-porphyrin, der 1,3,5, 
der E> Letramethy1-4-ox-athyl-porphin-6,7-dipropionsiure. Durch Er- 
store Litzen im Hochvakuum auf 115° 14Bt sich die Wasserabspaltung 
pel erzielen und es entsteht der entsprechende Vinylkérper, der weit- 
anc ccbend —- wie zu erwarten — den spektralen Typ des Proto- 
porphyrins zeigt, nur sind die Banden nach Blau verschoben. Das 
ster “iSensalz des eben erwahnten 4-Ox-ithyl-deutero-porphyrins wurde 
Hon | 222 mit Hilfe von Dichlor-methylather formyliert und nach dem 


-spektroskopischen Befund ist der Formylkérper entstanden. Wir 
2welteln nicht daran, da von hier aus durch Wasserabspaltung 
auch die Synthese des Spirographis-porphyrins selbst durchfiihrbar 


die 
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sein wird. Die Versuche, die Synthese auf diesem Wege zu voll. 
ziehen, sind im Gange. 

Durch alle Umsetzungen des Formyl-deutero-porphyrinester; 
ist bewiesen, daB noch eine freie Methingruppe enthalten ist, unj 
diese Anschauung wurde weiter erhirtet durch Einftihrung eine 
zweiten Aldehydgruppe beim 1,3,5,8-Tetramethyl-porphin-4-acry|. 
siiure-methylester-6,7-dipropionsiiure-methylester-eisensalz. _ Da; 
verwaschene Spektrum und die Verschiebung nach Rot wiesen schoy 
auf den Kintritt des Formylrestes hin, der weiterhin bewiese; 
wurde durch Oximierung, wobei die Verschiebung der Bande — 
wie iiblich — nach Blau eintrat. 

Wie aus den zuletzt beschriebenen Reaktionen hervorgehi, 
ist trotz Umsetzung des Formylrestes in 4-Stellung die in 2 be. 


findliche Methingruppe noch reaktionsfaihig und es verdient hervor- 


gehoben zu werden, daB beim Deutero-hiimin unter iihnlichen 
Reaktionsbedingungen sofort zwei Acetylreste eintreten. Di 
Bedingungen zur Kinfiihrung eines Acetylrestes konnten bis jetz 
nicht aufgefunden werden und es lag nahe, eingehend zu unter. 
suchen, ob nicht doch neben dem Mono-formyl-deutero-porphyriu 
Ditormyl-deutero-porphyrin vorhanden wire. Auf Grund der bis. 
herigen Erfahrungen war hier Schwerléslichkeit, nahezu Unléslich. 
keit in Ather zu erwarten, so daf an dieser Eigenschaft die Diformyl- 
Verbindung erkannt werden konnte. In der Tat scheiden sich be 
der Aufarbeitung des Formyl-deutero-porphyrins groBe Menge 


von Flocken aus und aus diesen konnte nach vielen Reinigung: 


versuchen ein Porphyrin — bis jetzt allerdings nicht in krystalli. 
siertem Zustande — erhalten werden, dessen Absorptionsstreifen 
gegeniiber Mono-formyl-deutero-porphyrin nach Rot verschobe 
waren. Orientierende Versuche zeigten, daB analoge Umsetzunget 
wie beim Mono-formyl-deutero-porphyrin auftraten; so gelang die 
Oximierung, die Kondensation mit Malonsiure usw. Uber die er 
haltenen Reaktionsprodukte soll in einer spiiteren Arbeit ausfiilr- 
lich berichtet werden. 


Versuche. 


Katalytische Hydrierung von Pyrro-acrylsdureester zu Meso- 
porphyrinester 9. 200 mg Pyrro-acrylsiureester werden in Eisessig mit 
Pd als Katalysator bis zur Aufnahme von 7,5 cem H, hydriert. Dann wit'® 
vom Katalysator abfiltriert und die essigsaure Liésung in Ather getrieben 
Man wischt die Essigsiiure mit Wasser und Natronlauge aus und extrahier! 
den Farbstoff mit 0,7°/,iger HCl. Die salzsaure Lisung wird hierauf 1 
frischen Ather getrieben, der Ather siurefrei gewaschen und das Porphyrilf 
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mit Diazomethan verestert. Umkrystallisieren aus Chloroform—Methylalkohol. 
Zur weiteren Reinigung wird mit Aceton aus der Hiilse extrahiert. Schmelz- 
punkt 209° Mischschmelzpunkt mit Meso-porphyrin-dimethylester 9 ergab 
keine Depression des Mischschmelzpunktes. 

Schmelzpunkt des synthetischen Produktes 209° (korr.). 

Schmelzpunkt von Meso-porphyrin-dimethylester 211° (korr.). Misch- 
schmelzpunkt 210° (korr.). 

Anlagerung von HBr an Pyrro-acrylsaureester. Pyrro-porphyrin- 
(-9-oxy-propionsiure-dimethylester. 200 mg Pyrro-acrylsiureester werden 
mit 30 cem HBr-—Kisessig 24 Stunden auf der Maschine bei gewéhnlicher 
Temperatur geschiittelt. Der HBr—Kisessig wird bei Zimmertemperatur im 
Vakuum abgedampft und das HBr-Anlagerungsprodukt mit verdiinntem 
NaOH hydrolysiert. Nach dem Ansiiuern treibt man in Ather und zieht 
mit 1°), iger HCl den Farbstoff heraus. Durch mehrmaliges Hin- und Her- 
treiben zwischen Ather und HCl wird das Porphyrin gereinigt und nach 
dem Siurefreiwaschen des Athers mit Diazomethan verestert. Zur Analyse 
wird mit Aceton aus der Hiilse extrahiert. Rhombische Prismen. Schmelz- 
punkt 224°. 


4,345 mg Subst.: 11,252 mg CO,, 2,738 mg H,0O. 3,257 mg Subst.: 
0,288 cem N, (21°, 707 mm). — 4,025 mg Subst.: 2,842 mg AgJ. 


C3,Hy.N,O,; (600,37) 
Ber. C 71,94 H 7,05 N 9,830 2O0OCH, 10,33 
Gef. ,, 71,63 ,, 7,05 ,, 9,55 ‘i 9,33. 
Anlagerung von Diazoessigester an Pyrro-acrylsaureester. 100 mg 
Pyrro-acrylsiiureester werden mit 20 cem Diazoessigester 8 Stunden am 
siedenden Wasserbad erhitzt. Ks tritt z.T. Zerstérung des Porphyrins ein. 
Die Lésung wird in Ather gegeben, der Diazoessigester mit HCl zerstért 
und das Porphyrin mit 2°/,iger HCl herausfraktioniert. Die itherische 
Lisung wird siurefrei gewaschen und mit Diazomethan nachverestert. 
Nadeln. Sintern bei 185°, Schmelzp. 265°. 
4,402 mg Subst.: 10,945 mg CO,, 2,580 mg H,O. — 3,986 mg Subst.: 
0,438 cem N, (19°, 707 mm). — 4,766 mg Subst.: 4,748 mg AgJ. 
CsH,,N,O, (664,88) Ber. C 70,44 H 6,68 N 8,43 30CH, 14,01 
CyoHy,N,gOg (692,35) » » 67,60 ,, 640 ,, 12,13 18,48 
Gef. ,, 67,81  ,, 6,56 ,, 11,95 18,16. 


Spektrum in ‘Pyridin—Ather. 
I. 628,7—623,7; Schatten bei 598,9; IL. 584,7...572,3—569,2; 














626,2 570,8 
Ill. 549,5—524,3;. IV. 511,7—485,0; End-Abs. 437. 
536,9 598,3 


Reihenfolge der Intensititen: IV, III, I, II. 

Spektrum in 25°/, HCl. 

[. 600,7—594,5; Schatten bei 575,7; Il. 561,3—543,7; End-Abs. 430. 
597,6 553,0 

Reihenfolge der Intensititen: I, I. 














40 Hans Fischer und Ludwig Beer, 


Versuch der Oxoreaktion bei der Pyrro-acrylsaure. 50 mg Pyrro. 
acrylsiiureester-Fe-Salz werden in 100 ccm wasserfreiem Eisessig gelist 
und mit 0,4 eem mit Phosphoniumjodid entfirbter Jodwasserstoffsiure (1,96) 
versetzt. Durch die Lésung wird wihrend 8 Stunden ein trockener Lutt- 
strom geleitet. Eine entnommene spektroskopische Probe zeigt aber keine 
Veriinderung des Porphyrins. 


Decarboxylierung der Pyrro-acrylsaure. Pyrro-acrylsiure wird in 
Portionen von 3—4 mg im Vakuum der Wasserstrahlpumpe iiber kleiner 
Flamme decarboxyliert. Der Riickstand wird mit Pyridin aufgenommen 
und in Ather gegeben. Mit verdiinnter HCl wird der Ather von Pyridin 
freigewaschen und mit NaOH ein saures Porphyrin entzogen, welches 
unumgesetzte Pyrro-acrylsiure war. In Ather bleibt ein Porphyrin, das 
Atiospektrum zeigt und mit 3°/, HCl ausgezogen werden kann. Die geringe 
Substanzmenge gestattete keine Analyse. 


Spektrum in Ather: 
I. 625,5—621,9; Schatten bei 596,3; II. 578,4—574,2: Vorschatten 

















623,7 576,3 
max. Aufhellung 571,9...571,0—566,8; IIL. 532,4—523,4; IV. 504,3—483,6. 
568,9 527,9 491,9 


Anlagerung von HCN an Formyl-pyrroporphyrinester. 100 mg 
Formyl-pyrro-porphyrin-methylester werden in Chloroform gelést und nach 
Zugabe von K,CO, mit wasserfreier HCN einige Tage stehen gelassen. Mit 
Wasser und verdiinnter NaOH wird das Chloroform gewaschen und ein- 
geengt. Das Oxynitril krystallisiert in Nadeln aus. Zur Analyse wird mit 
Aceton aus der Hiilse extrahiert. Schmelzp. 232°. 

3,415 mg Subst.: 0,402 cem N, (22°, 715 mm). — 4,610 mg Subst.: 
1,975 mg AgJ. 

C,,H,,O,N,; (563,32) 








Ber. N 12,74 OCH, 5,15 Gef. N 12,81 OCH, 

Spektrum in oes 

I. 623,38; Schatten 597,1; II. .. - 573,0—569,5 ; III. 552,2—542.9: 
571,3 547,5 


IV. 520,9—501,7; End-Abs. 437,5 
510,3 
Reihenfolge der Intensititen: IV, LI, U, I. 





Oxydation der s-Oxy-propionsaure. 10 mg Pyrro-porphyrin-6-f-oxy- 
propionsiure-dimethylester werden auf dem Wasserbad in 10 cem Eisessig 
gelést und nach dem Abkiihlen auf Zimmertemperatur mit 20 ccm einer 
Chromsiiure-Eisessiglésung versetzt. Man schiittelt etwa 2 Minuten und 
gieBt dann das Reaktionsgemisch in '/, Liter Ather. Mit 2°/, HCl wird dem 
Ather unverindertes Ausgangsmaterial entzogen, dann mit 9°/, HCl ein 
Porphyrin extrahiert, das in Ather ein verwaschenes, den Acetyl-porphyrinen 
iihnliches Spektrum zeigt. 


IV. 5 
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Spektrum in Ather: 
I. 642,4—638,1; II. Vorschatten 589,0 . . . 576,2—572,5; 








640,2 574,38 


Ill. 555,8—547,8; IV. 515,8—495,1; End-Abs. 441 








551,8 505,4 
Reihenfolge der Intensititen: ILI, IV, LI, (1). 


Oximierung der Ketosiure verursacht Verschiebung der Absorptions- 


jinien nach Blau. 


Umsetzung mit Ammoniumcyanid. 20 mg Pyrro-porphyrinester 


‘werden in Chloroform gelést und mit etwas K,CO, und frisch bereitetem 
'NH,CN mehrere Tage stehengelassen. Das Chloroform wird mit Ammoniak 


und Wasser gewaschen und im Vakuum eingeengt. Aus Aceton krystalli- 


‘siert das Porphyrin in Prismen vom Schmelzp. 238°. 


Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 626,8—622,7; Schatten bei 595,6: II. 580,2...571,4—567,6; 
624,7 569,5 








I. 540,4—526,5; IV. 509,4—483,0; End-Abs. 436. 








582,9 496,2 
Reihenfolge der Intensitiiten: LV, I, I, I. 
Umsetzung von Formyl-pyrro-porphyrin mit Methy]l- va gianna 


jjodid. 200 mg freies Formyl-pyrro-porphyrin werden in etwas wasser 

ifreiem Pyridin und absolutem Ather gelést und zu einer Liésung von 0,5 g 
 Magnesium-Spinen und 6 g Jodmethyl in absolutem Ather zutropfen gelassen, 

‘Nach dem Eintropfen der Porphyrinlésung erwirmt man noch 2 Stunden 
auf demWasserbad. Die Grignardlésung wird mit konzentrierter Ammonium- 
chloridlésung zerstért und mit 20°/,iger HCl iiber Nacht stehen gelassen, 
‘un eventuell gebildetes Phyllin zu zerstéren. Dann wird in Ather getrieben 


und mit Na,S,O,-Lésung das Jod entfernt. Die Hauptmenge des Por- 


| phyrins liBt sich mit 0,5°/, iger HCl dem Ather entziehen. Hierauf wird 
Fin frischen Ather getrieben und das Porphyrin durch 2 maliges Fraktionieren 


mit HCl gereinigt. Nach dem Einengen des Athers krystallisiert das Por- 
phyrin in prismatischen Stibchen. Umkrystallisieren aus Aceton—Methyl- 


‘alkohol. Schmelzp. 285°. 


3,260 mg Subst.: 0,302 eem N, (19°, 720 mm). 
Cy,Hy)N,O, (552,34) Ber. N 10,14 Gef. N 10,26. 
Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 625,0—620,5; II. 579,1—574,4...570,7—567,0; IIL. 582,9—525,2; 
62,7 568,8 529,0 











HV, 507,8—482,7; End-Abs. 441. 





500,2 
Reihenfolge der Intensitiiten: IV, III, I, II. 
Wasserabspaltung von 6-Oxy-athyl-pyrro-porphyrin zum 6-Viny]l- 


pyrro- porphyrin. 100 mg exsiccatortrockenes, freies 6 - Oxy -iaithy]-pyrro- 
Porphyrin wird nach feiner Pulverisierung im Hochvakuum 45 Minuten 
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auf 205° erhitzt, Es tritt praktisch eine Gewichtsabnahme von 3,5°, ciy, 
Man lést die Substanz in Pyridin und treibt in Ather. Der Ather wird 
mit verdiinnter HCl von Pyridin freigewaschen. Etwa vorhandenes, unm). 
gesetztes Oxy-ithyl-pyrro-porphyrin wird mit 0,5°/,iger HCl ausgezogen. Dj; 
6-Vinyl-pyrro-porpbyrin wird mit 3,5°/, iger HCl extrahiert und die salzsauy; 
Lésung in frischen Ather getriebe n, siurefrei gewaschen und mit Diaz. 
methan verestert. Das Porphyrin krystallisiert in Prismen vom Schmel: 
punkt 221° und wird zur Analyse 2 mal mit Aceton aus der Hiilse extrahier: 


4,784 mg Subst.: 13,325 mg CO,, 3,092 mg H,O. — 3,080 mg Subst; 
0,295 eem N, (23°, 728 mm). 
C,,H,,O.N, (534,3) Ber. C 76,36 H 7,17 N 10,48 


Gef. ,, 15,96 ,, 7,23 » 10,58. 


Spektrum in Pyridin-Ather: 
ki 630,0—622,7; IT. 583,9—568,5; IL. 541,9—528,7; IV. 513,0—490);: 
626,3 576,2 535,3 ~~ 5017 
End-Abs. 445. 
Reihenfolge der Intensitiiten: IV, III, I, I. 











Spektrum in 25°/, iger HCl: 
I. 600,9—594,2; IL. 563,6—545,7: End-Abs. 438. 








597,5 554,7 
Reihenfolge der Intensitiiten: II, I. 


Anlagerung von Diazoessigester an 6-Vinyl-pyrro-porphyrin 
methylester. 30 mg 6-Vinyl-pyrro-porphyrinester werden mit 38 cc 
Diazoessigester 7 Stunden auf dem siedenden Wasserbad erwiirmt. Dan 
treibt man in Ather, zerstért mit verdiinnter HCl den Diazoessigester uni 
extrahiert das Anlagerungsprodukt mit 4°/, iger HCl. Das Porphyrin wir 
in frischen Ather getrieben und nach dem Waschen mit Wasser mit Diaz 
methan nachverestert. Nadeln yom Schmelzp. 230° (unkorr.). 


Spektrum in Pyridin-Ather: 
I, 626,1—622,5; Schatten bei 597,38; II. 581,7 . . . 570,9—567,6: 














624,3 569,3 
II. 539,2—527,0: IV. 506,3—487,0; End Abs. 436,5. 
533,1 496,6 


Reihenfolge der Intensitiiten: IV, I, UH, Il. 


HJ-Reduktion von 6-Vinyl-pyrro-porphyrin zur Monocarbot 
saure. 10mg Vinyl-pyrro-porphyrin werden mit 1 ccm Jodwasserstoffsiiur 
in 8 cem Eisessig 60 Sekunden auf dem siedenden Wasserbad erhitz 
Hierauf wird in Eiswasser gegossen und das Porphyrin in Ather getrieben 
Die Monocarbonsiiure laBt sich mit 1,5°/,iger HCl dem Ather enteiches 


Das Porphyrin krystallisiert in Prismen vom Schmelzp. 270° und zeigt 1% 


Pyridin-Ather Atiospektrum. 
Umsetzung von Formyl-pyrro- -porphyrin mit Athyl- -magnesium 


jodid. 100 mg freies Formyl-pyrroporphyrin werden in wenig Pyricin uw 
wasserfreiem Ather gelést und zu einer Grignardlésung aus 0,5 g Mg-Spiines 
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' und 7g C,H,J langsam zutropfen gelassen. Dann wird noch 3 Stunden auf 
dem Wasserbad gekocht, die Grignardlésung zersetzt und mit 20°/, HCl iiber 
' Nacht stehen gelassen. 

Man treibt in Ather, entfernt mit Thiosulfat das Jod und extrahiert 
| mit 0,5°/, HCl den Farbstoff. Das Oxy-propyl-pyrro-porphyrin ist auBer- 
ordentlich leicht in allen organischen Lésungsmitteln léslich und ist schwer 
qu Krystallisation zu bringen. 


Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 626,7—622,3 Schatten bei 597; II. 582,6...571,7—567,5: 
624,5 569,7 








| Hil. 534,1—526,0; IV. 505,4—483,4. End-Abs. etwa 487. 








530,0 494,4 
Wasserabspaltung des 6-Oxy-propyl-pyrro-porphyrins. 50 mg 


| exsiccatortrockenes Porphyrin werden im Hochvakuum 45 Minuten auf 


205° erhitzt. Das Umsetzungsprodukt zeigt in einer spektroskopischen 


_ Probe verschwommene, nach Rot verschobene Absorptionsstreifen, die 
| typisch fiir Porphyrine mit ungesiittigten Seitenketten sind. Der Kérper 


besitzt die HCl-Zahl5 und ist im Gegensatz zum Ausgangsmaterial ver- 
hiltnismaBig schwer in Ather ldslich. 


Spektrum in Pyridin-Ather: 














I. 628,5—623,8; “Il. 583,6...574,0—569,9; ‘III. 539,3—528,9; 
626,2 572,1 5338,0 
IV. 511,2—490,3. End-Abs. 440. 
501,2 


Reihenfolge der Intensitiiten: IV, I, III, II. 
Umsetzung von Formyl-pyrro-porphyrin mit Allyl-magnesium- 


_jodid. 100mg freies Formyl-pyrro-porphyrin werden in wenig wasser- 


freiem Pyridin und 100 cem absolutem Ather gelést und zu einer Grignard- 


lisung aus 1 g Mg-Spiinen und 10 g Allyljodid langsam zutropfen gelassen. 


Nach dem Eintropfen kocht man 8 Stunden auf dem Wasserbad. Das 
Reaktionsprodukt wird mit 20°/,iger HCl zersetzt und die salzsaure Lésung 
in Ather getrieben. Mit 3°/,iger HCl wird der Alkohol dem Ather ent- 


'zogen und in frischen Ather getrieben. Das Porphyrin besitzt nicht die 


den Porphyrin-Alkoholen eigene leichte Léslichkeit, sondern krystallisiert 


| beim Einengen des Athers bald in zu Biischeln vereinigten Nadeln aus. 
_ Schmilzt nicht bis 290°. 


Spektrum in Ather: 
I. 626,4—622,2 Schatten bei 597,4; II. Vorschatten 582,5—573,7... 


624,38 





' 570,4—567,7 Schatten bei 552,2: III. 533,4—525,2; IV. 506,3—485,T. 











569,0 529,38 496,0 
End-Abs. etwa 440. 
Reihenfolge der Intensititen: IV, 1, HI, Il. 


Umsetzung mit Phenyl-magnesiumjodid. Die Umsetzung erfolgt 
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labt sich mit 3,5°/,iger HCl dem Ather entziehen und erweist sich dure} 
Ubereinanderprojizieren spektroskopischer Lésungen als identisch mit dem 
durch Reduktion von Benzoyl-pyrro-porphyrin erhaltenen Porphyrin. 
Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 627,1—622,5 Schatten bei 598,1; Il. Vorschatten 582,8 ... may, 











624,8 
Aufhellung 573,5 ...572,3—568,0; IIl. 538,3—525,8; IV. 511,7—485,9, 
570,1 582,0 498.8 


End-Abs. 450. 
Reihenfolge der Intensitiiten: 1V, I, LH, Ul. 


Oxydation von Formyl-pyrro-porphyrin-methylester-Fe-Salz zu 
Rhodo-porphyrinester. 100 mg Formyl]-pyrroester-himin werden in 100cem 
Eisessig gelést und nach Zusatz von 0,4 ccm mit PH,J entfiirbter Jod- 
wasserstoffsiiure durch diese Lésung 5 Stunden ein trockener Luftstrom 
geleitet. Es tritt vollstindige Enteisenung ein. Die Lésung wird ab- 
filtriert und das Porphyrin in Ather getrieben. Mit verdiinnter NaOH wird 
von Essigsiiure freigewaschen und das Jod mit Na,S,O,-Lésung entfernt. 
Die entstandene Carbonsiure wird mit verdiinnter NaOH dem Ather ent. 
zogen und durch Ansiiuern mit HCl in frischen Ather getrieben. Mit 
7°/,iger HCl léBt sich das Porphyrin extrahieren. Der Farbstoff wird er- 
neut in frischen Ather getrieben, siiurcfrei gewaschen und mit Diazomethan 
nachverestert. Beim Einengen des Athers krystallisiert der Ester in schénen 
rotglinzenden Prismen aus. Umkrystallisieren aus Pyridin—Eisessig; Schmelz- 
punkt 263”. 

Mit analytischem Rhodo-porphyrinester erfolgte keine Depression des 
Mischschmelzpunkts. 

Analytischer Rhodo-porphyrin-methylester Schmelzp. 260° (korr.). 
Mischprobe Schmelzp. 261° (korr.). 


Wasserabspaltung von Formy]l - pyrro - porphyrinester - oxim. 
150 mg Formyl-pyrro-porphyrinester-oxim werden in 50 ccm Essigsiiure- 
anhydrid unter Zusatz von etwas wasserfreiem Na-Acetat 1 Stunde auf dem 
Drahtnetz gekocht. Nach dem Erkalten krystallisiert ein Porphyrin in 
schénen Nadeln aus, dessen Spektrum gegeniiber dem des Ausgangsmaterials 
nach Rot verschoben ist. Der Farbstoft wird iiber Ather gereinigt. HCl- 
Zahl 9. Zur Analyse wird 2 mal mit Aceton aus der Hiilse extrahiert. Zu 
Biischeln vereinigte Prismen vom Schmelzp. 239°. 

4,203 mg Subst.: 11,392 mg CO,, 2,465 mg H,O. — 2,623 mg Subst.: 
0,309 cem N, (22°, 717 mm). 

C,,Hg,0.N,5 (533,32) Ber. C 74,26 H 6,56 N 13,13 

Gef. ,, 73,94 ,, 6,54  ,, 13,16. 


Spektrum in Pyridin—Ather: 





I. 626,8—622,7 Schatten bei 595,6; II. 580,2... 571,4—567,6 ; 
624,7 569,5 


Il]. 540,4—526,5; IV. 509,4—483,0. End-Abs. 436,1. 
Reihenfolge der Intensitiéten: LI, IV, IJ, I. 
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Eisensalz des 6-Cyan-pyrro- -porphyrin- methylesters. 50 mg 6-Cyan- 
pyrro-porphyrin-methylester werden in wenig Chloroform geliést und mit 
einer heiBen Ferroacetatlésung in EKisessig versetzt und 1 Minute gelinde 
erwirmt. Nach lingerem Stehen krystallisiert das Eisensalz in blau- 
schwarzen, rhombischen Prismen. Schmelzp. 312°. 


4,232 mg Subst.: 9,750 mg CO,, 1,975 mg H,O, 0,563 mg Fe,O,. 


C,,H3,0,.N;FeCl (608,53) Ber. C 63,10 H 5,18 Fe 9,18 
Gea, » GBSS , 532 «4, 9,90. 


Spektrum in Pyridin + 1 Tropfen Hydrazinhydrat: 
I. 569,7—560,8; II. 522,4; III. 5222; End-Abs. 450. 
Reihenfolge der Intensititen: I, (II, III). 


Verseifungsversuche des 6-Cyan-pyrro-porphyrins. Versuche der 
Verseifung des Nitrils sowohl im alkalischen als auch im saueren Medium 
miflangen. Es konnte niemals das Auftreten des Rhodo-porphyrin-spektrums 
beobachtet werden. 


Einwirkung von propylalkoholischem Kali auf 6-Cyan-pyrro- 
porphyrin. 10mg 6-Cyan-pyrro-porphyrin werden mit 20 cem 30°/,igem 
propylalkoholischem Kali 8 Stunden unter Riickflu8 erhitzt. Nach dem 
Aufarbeiten iiber Ather li8t sich mit 4°/,iger HCl ein Porphyrin ent- 
zichen, dessen Spektrum mit Rhodo- -poupleyeiin vollige Identitit zeigt. 


Einwirkung von methylalkoholischem Kali im Bombenrobhr. 
30mg 6-Cyan-pyrro-porphyrin werden in 1,5 cem Pyridin gelést und 
mit 30 cem 30°/,igem methylalkoholischem Kali in der Silberhiilse bei 145° 
3 Stunden gedriickt. Durch Ansiuern mit verdiinnter HCl wird das Por- 
phyrin in Ather getrieben und mit 4°/, HCl extrahiert. Durch mehrmaliges 
Hin- und Hertreiben zwischen Ather-Salzsiiure wird das Porphyrin ge- 
reinigt und mit Diazomethan verestert. Der Ester zeigt nach 2maligem 
Umkrystallisieren aus Aceton—Methylalkohol einen Schmelzp. von 261° und 
gibt mit analytischem Rhodo-porphyrinester keine Depression des Misch- 
schmelzpunkts. Mit 6-Cyan-pyrro-porphyrinester vom Schmelzp. 246° tritt 
Depression des Mischschmelzpunkts auf 230° ein. 


6-(a-nitrovinyl)-pyrro-porphyrin-methylester. 100 mg Formyl- 
pyrro-porphyrin-methylester werden in 15cem Pyridin gelést und mit 5 eem 
frisch destilliertem Nitromethan unter Zusatz einiger Tropfen Diithylamin 
auf dem siedenden Wasserbad erwiirmt. Nach 3 Stunden zeigt eine ent- 
nommene spektroskopische Probe Verschiebung der Absorptionsstreifen 
nach Blau. Die Lésung wird in Ather gegeben und mit verdiinnter HCl das 
Pyridin herausgew aschen. Mit 5°/,iger HCl lift sich der Farbstoff dem 
Ather entziehen und wird durch mehrmaliges Hin- und Hertreiben zwischen 
Ather-Salzsiiure gereinigt. Nach dem Sdurefreiwaschen des Athers wird 
mit Diazomethan nachverestert. Umkrystallisieren aus Chloroform—-Methyl- 
ilkohol Schmelzp. 228°, bei 236° tritt Zersetzung ein. 


2,990 mg Subst.: 0,335 cem N, (23°, 725mm). — 4,163 mg Subst.: 
1,740 mg AgJ. 
C,,H,,0O,N, (579,29) Ber. N 12,08 OCH, 5,35 


Gef. ,, 12,30 Bee, 
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Spektrum in Pyridin—Ather: 














I. 627,1—623,3 Schatten bei 597,8; II. 583,6... 571,7—567,7: 
625,2 569,7 
III. 539,7—527,6; IV. 506,9—488,3; End-Abs. 536. 
533,6 497,6 


Reihenfolge der Intensitiiten: IV, I, I, II. 

Spektrum in 25°/,iger HCl: 

I. 602,2—595,9; II. 562,9—543,6; End-Abs. 447. 
599,1 553,83 

Reihenfolge der Intensitiiten II, I. 


Umsetzung von Formyl-pyrro-porphyrinester mit Brenztrauben. 
saure. 100 mg Formyl-pyrro-porphyrinester werden in 20 cem Essigsiiure. 
anhydrid gelést und mit 5 cem Brenztraubensiiure unter Zusatz von etwas 
entwissertem Na-Acetat 4 Stunden auf dem Drahtnetz gekocht. Nach dem 
Aufarbeiten tiber Ather kann der Farbstoff mit 8°/,iger HCl extrahiert 
werden, nachdem vorher mit 6°/, HCl unumgesetztes Ausgangsmaterial ent. 
zogen wurde. 








Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 627,0—623,6; If. Vorschatten 585,2—575,0... 572,1—568,6 ; 














625,3 570,4 
II. 541,7—532,0; IV. 510.6—495,0; End-Abs. etwa 448. 
536,7 502,8 


Reihenfolge der Intensititen: IV, III, HI, I. 


Die Umsetzung mit Hydroxylamin ergab keine Verschiebung der 
Spektrallinien. 

Kocht man eine Probe des Porphyrins mit 20°/,iger HCl einige Zeit 
auf dem siedenden Wasserbad, so tritt das Spektrum des Ausgangsmaterials 
wieder auf. 

Umsetzung von Formyl-pyrro-porphyrin-methylester mit Malo. 
dinitril. 20mg Formyl-pyrroester werden in 10 cem Pyridin gelést und 
mit 500 mg reinem Malodinitril unter Zusatz von einigen Tropfen Piperidin 
2Stunden auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Nach dem Aufarbeiten 
iiber Ather JiBt sich das Porphyrin mit 4°/,iger HCl extrahieren. Die 
salzsaure Farbstofflésung wird in Ather getrieben und zeigt folgendes 
Spektrum: 














I. 628,6—623,1; II. Vorschatten 584,5...572,4—567,9; 
625,8 569,6 
Ill. 540,7—526,6; IV. 510,0—490,0; End-Abs. etwa 430. 
533,8 500,0 


Reihenfolge der Intensititen: IV, III, I, Il. 


Umsetzung mit Malonsaure-dimethylester. 50 mg Formyl-pyrro- 
ester werden in 20cem Pyridin mit 5 cem Malonsiure-dimethylester und 
einigen Tropfen Piperidin als Kondensationsmittel 3 Stunden auf dem 
siedenden Wasserbad erwiirmt. Dann wird in Ather getrieben mit 4°/) HC! 
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I. 552,7—583,6; IV. 514,2—493,2; End-Abs. 443,05. 
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‘das Umsetzungsprodukt extrahiert und durch Abstumpfen mit verdiinnter 
‘NaOH in frischen Ather getrieben. Nach dem Umkrystallisieren aus Aceton 
rerhilt man Prismen vom Schmelzp. 274°. 


Spektrum in Pyridin—Ather: 


I. maximal etwa 638,0; II. Vorschatten 586,6... 575,6—570,5; 
572,0 











543,2 503,7 
Reihenfolge der Intensitiiten: III, IV, II, I. 


Umsetzung mit Cyan-essigsdure-athylester. Formyl-pyrro -por- 
phyrinester wird wie oben mit Cyan-essigester umgesetzt. HCl-Zahl 5. 


Spektrum in Pyridin—Ather: 
1, 626,7—623,0 Schatten bei 598,0; II. 583,8...571,3—568,3; 
624,8 569,8 








Hl. 538,3—526,8; IV. 510,3—488,8;  End-Abs. 440. 








582,8 499,5 
Reihenfolge der Intensititen: IV, III, I, IL. 
Umsetzung von Formyl-pyrro-porphyrinester mit Methylamin- 
chlorhydrat. 10 mg Formyl-pyrroester werden mit etwas Methylamin-chlor- 


thydrat und wasserfreier Soda im Pyridin 2 Stunden gekocht. Man treibt in 
“Ather und wischt vom Pyridin frei. Mit 0,5°/,iger HCl 148t sich ein Por- 
‘phyrin entziehen, dessen Spektrum mit dem des Formy]-pyrro- porphyrin- 
roxims identisch ist. Die Isolierung des Porphyrins scheitert jedoch an 


seiner Instabilitiit. Selbst mit 0,5°/,iger HCl tritt nach kurzer Zeit Ver- 


seifung der Schiffschen Base zum Ausgangsmaterial ein. 


Spektrum in Ather: 
[. 637,2—-631,9; II. 586,9 ... 577,8—514,9; II]. 549,1—533,1; 
634,5 576,4 541,0 











FIV. 514,0—496,9; End-Abs. etwa 433. 





505,4 
Reihenfolge der Intensitiiten: III, IV, I, I. 
Darstellung von Formyl-deutero-porphyrin. Fiir die Formylierung 


‘von Deutero-hiimin wurde ein Gemisch von Phosphoroxychlorid und asym- 
‘netrischem Dichlormethyl-iithylither verwendet, wie man es als bei 105° 
‘ibergehende Fraktion bei der Destillation des Umsetzungsproduktes yon 
ameisensaurem Athyl mit Phosphorpentachlorid erhiilt. 


500 mg Deutero-himin werden in 30 g des Gemisches aufgeschlimmt 


‘und bei 55° unter Turbinieren auf einmal mit 3 g Zinntetra-bromid versetzt. 
‘Nach der Zugabe des SnBr, erfolgt Griinfirbung. Nach 10 Minuten wird 
‘in Kiswasser gegossen und das nach der Zersetzung ausfallende Produkt 
rabfiltriert. Der Riickstand wird im Exsiccator getrocknet und mit 50 cem 
‘Xonzentrierter H,SO, enteisent. Die schwefelsaure Lisung wird in Eis- 
‘Wasser gegossen und das Porphyrin in Ather getrieben. Die ausfallenden 
‘Tlocken werden abfiltriert. Durch Ausziehen mit 2°/,iger HCl wird das 
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unveriinderte Deutero-porphyrin entfernt, der zuriickbleibende Farhbst 
wird mit 5°/,iger HCl extrahiert und durch 2maliges Hin- und Hertreihei 
zwischen Ather und HCi gereinigt. Nach dem Séurefrei-waschen (ae 


Athers wird mit Diazomethan verestert. Beim Einengen der iitherische AN 


Lésungen krystallisiert der Formyl-deutero-porphyrinester in  prismeff 
formigen Stibchen aus. Zur Analyse wird mit Aceton aus der Hii 


extrahiert. Schmelzp. 232°. 


5,005 mg Subst.: 12,750 mg CO,, 4,645 mg H,O. — 3,619 mg Subs 


0,323 eem N, (20°, 715 mm). 
Cy3H,,N,O; (566,27) Monoformyl-deuteroester (A) 
C,,H3,N,0, (594,27) Diformyl-deuteroester (B) 
Ber. fiir BC 68,65 H 5,76 N 9,42 OCH, 10,44 














Ber. fiir A ,, 69,93 ,», 6,05 » 9,89 » 10,96 
Gef. »» 69,48 » 5,91 » Mee » 10,65. 
Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 645,3—639,5; II. 595.4... 579,2—575,9; II. 558,7—544 
642,0 577,5 551,7 
[V. 522,7—505,0; End-Abs. etwa 444. 
513,8 


Reihenfolge der Intensitiiten: IIT, I, IV, (1. 


Spektrum in 25°/,iger HCl: 








I. 615,4—607,5; II. 566,3—559,1... 549,4; End-Abs. 433)! 
611,5 562,7 


Reihenfolge der Intensitiiten: I, II. 
Kupfersalz des Formyl-deutero-porphyrinesters. 50 mg Porphyri: 


ester werden in wenig Chloroform gelést und mit einer heiBen Kupferacetaf 
lésung in Eisessig versetzt. Beim Erkalten krystallisiert das Cu-Salz if 


Nadeln aus. Fiir die Analyse wird mit Aceton extrahiert. Schmelzp. 212 


4,725 mg Subst.: 10,770 mg CO,, 2,185 mg H,O, 0,610 mg CuO. - 
3,051 mg Subst.: 0,237 eem N, (23°, 719 mm). 





C33H3,N,O,Cu (627,82) Ber. N 8,92 Cu 10,12 
Gef. ,, 8,48 10,81. 
Spektrum in Pyridin: 
I. 603,2—580,5; II. max. 550.0; End-Abs. 450. 
591,9 


Reihenfolge der Intensitiiten: I, (LD. 


der Pyridinlésung des Esters mit Hydroxylamin-chlorhydrat und Soda wit 
das Mon-exim gewonnen. Aus Chloroform—Methylalkohol krystallisiert ¢ 
in feinen Nadeln vom Schmelzp. 226°. 


4,185 mg Subst.: 10,360 mg CO,, 2,260 mg H,O. — 3,125 mg Subst. 


0,338 cem N, (23°, 719 mm). 


C,3H3,N,0; (521,28) Ber. C 67,99  H 6,02 N 12,05 
Gef. ,, 67,51 ,, 5,91 ,, 11,80. 
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Spektrum in Pyridin—Ather: 














I. 636,0—630,0; Il. 587,6... 577,8—573,7; III. 545,5—531,6: 
633,0 515,7 588,5 
512,4—493,0; End-Abs. 436. 
502,7 


Reihenfolge der Intensititen: IV, III, IJ, I. 


Kondensation von Formyl-deutero-porphyrin mit Malonsaure. 








200 mg Formyl-deutero-porphyrin werden in Pyridin gelést und nach Zu- 
‘gabe von 2 g Malonsiure und 10 Tropfen Piperidin 1 Stunde auf dem 
‘siedenden Wasserbad erwirmt. Dann hilt man noch 2 Stunden auf dem 
‘Drahtnetz im Sieden und arbeitet nach dem Erkalten in der iiblichen Weise 


iiber Ather auf. Den Farbstoff liBt man 48 Stunden in 18°/,iger HCl 


‘stehen, treibt in Ather und verestert mit Diazomethan. Beim Eindampfen 


krystallisiert das Porphyrin in Nadeln aus. Zur Analyse wird mit Aceton 


‘aus der Hiilse extrahiert. Schmelzp. 195°. HCl-Zahl 4. 


4,273 mg Subst.: 10,725 mg CO,, 2,350 mg H,O. — 3,710 mg Subst.: 


551.7 $0,306 cem N, (23°, 712 mm). — 5,830 mg Subst.: 6,230 mg AgJ. 
-C,,H,,N,O, (622,30) Ber. C 69,45 H 6,10 N 9,00 30CH, 14,80 


IV. 


rphyriv 
sracetae 
-Salz iff 
np. 212 


uQ. - 











Gef. ,, 68,45 » 628 » Sa ae 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 638,8—633,5; II. 588,4...576,6—582,8; III. 549,6—531,5; 
636,2 574,7 940,5 


515.6—490,3 ; End-Abs. etwa 440. 





502,9 
Reihenfolge der Intensitiiten: II, I. 


Eisensalz des Deutero-acrylsaureesters. Das Eisensalz wird auf 


bekannte Weise dargestellt. Prismen. Sintert bei 238°, schmilzt bei 263°. 


Spektrum in Pyridin + 1 Tropfen Hydrazinhydrat: 
I, 581,5—565,8; II. Schatten 538,0—526,0; End-Abs. 465. 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, II. 


Kupfersalz. Auf bekannte Weise dargestellt. Aus Aceton Nadeln. 


| Schmelzp. 216°. 


4,635 mg Subst.: 10,5 mg CO,, 2,210 mg H,O, 0,540 mg CuO. — 


' 2450 mg Subst.: 0,190 cem N, (20°, 721 mm). 


Koche: 
la wir 
siert ¢ 


Subst. 


U,s;H,,N,O,Cu (671,85) Ber. C 62,51 H 5,40 N 8,34 Cu 9,46 


Gef. ,, 62,22 » 5,38 5 9,57 » 9,31 
Spektrum in Pyridin: 
I. 595,6—578,1; Il. 550,0—531,0: End-Abs. 446,5. 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, II. 


Kondensation mit Malonsdure-dimethylester. Formy|]-deutero- 


| porphyrinester kondensiert sich in der gleichen Weise mit Malonsiiure- 
dimethylester. Prismen aus Aceton. Schmelzp. 206°. 
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Spektrum in Pyridin—Ather: 

I. max. etwa 638,0; II. 586,5...574,9—571,0; III. 552,5—532,, 
IV. 514,3—493,0; | End-Abs. 442. 

Reihenfolge der Intensitiiten: III, IV, I, I. 


Anlagerung von Diazoessigester an Deutero-acrylsaureester, 
100 mg Deutero-acrylsiureester werden mit 5 cem Diazoessigester 6 Stundaf yp, 
am siedenden Wasserbad erhitzt. Man treibt in Ather, zerstirt mit ve.— 
diinnter HCl den Diazoessigester und extrahiert mit 3°/,iger HCl das Av 
lagerungsprodukt. Die salzsaure Lésung wird in frischen Ather getrieba ff 
und mit Diazomethan nachverestert. Beim Einengen des Athers krystallisien 
das Porphyrin in feinen Nadeln aus. Umkrystallisieren aus Aceton—Methy|.— ~ 


alkohol. Sintern bei 167°. Schmelzp. 220°. - 
2.345 mg Subst.: 0,245 cem N, (22°, 713 mm). “ 
C,sH,sN,0, (694,33) Ber. N 8,06 thi 
C,pH,,N,O, (722,83) Ber. N 11,63 Gef. N 11,84. At! 

Die Analysenergebnisse sprechen also fiir die Bildung eines Pyr * 
azolinringes. Pe La: 


4-Cyan-deutero-porphyrin-dimethylester. 200 mg Formy]-deutero. 
porphyrinester-oxim werden in 30 ccm Essigsiureanhydrid unter Zusatz vf 4 « 
wasserfreiem Na-Acetat 1 Stunde gekocht. Dann wird in Ather gegossen— ” 
mit Wasser und verdiinnter NaOH essigsiurefrei gewaschen. Mit 10°/,ige§ 
HCl wird das Nitril dem Ather entzogen und durch Verdiinnen mit def 
doppelten Menge Wasser in frischen Ather getrieben. Mit Diazomethuf 
wird nachverestert. Nach dem Einengen des Athers krystallisiert duf 
Nitril in rhombischen Prismen aus. Umkrystallisieren aus Aceton—Methy! 
alkohol. Schmelzp. 207°. 

4,364 mg Subst.: 11,108 mg CO,, 2,280 mg H,O. — 3,800 mg Subst.:f 
0,422 cem N, (20°, 721 mm), — 4,017 mg Subst.: 3,208 mg AgJ. 
C,3H,,N;,0, (563,26) Ber. C 70,31 H 5,90 N 12,43 20CH, 11,01 

Gef. ,, 69,42 ,, 5,85 ,, 12,27 » 10,55. 

Spektrum in Pyridin-Ather: 

I. Streifen sehr schwach bei 633,4, Schatten bei 597,7; II. 587,8... 
max. Aufhellung 574,7...573,0—569,2; ‘TIT. 550,0—541,4 Nachschattes 

572,1 545,7 
536,43 IV. 517,8—501,0: End-Abs. 434. Sch 
509,8 
Reihenfolge der Intensititen: III, LV, IH, I. 97 











Spektrum in 25°/,iger HCl: 
I. 610,6—602,6; II, 564,9—554,0... 542,3: End-Abs. 432. 








606,6 559,4 
Reihenfolge der Intensitiiten: II, I. 
Eisensalz des Deutero-porphyrinester-nitrils. 50 mg Ester werde 
in wenig Chloroform gelést und heife Ferroacetatlésung zugegeben. Schlech' 
ausgebildete Prismen. Schmilzt nicht bis 320°. 
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3,12 mg Subst.: 0,294 cem N, (23°, 717 mm). 
C,3H,N,0,FeCl (652,54) Ber. N 10,72 Gef. N 10,26. 
Spektrum in Pyridin + 1 Tropfen Hydrazinhydrat: 





I, 568,5—557,0 Nachschatten bis 548,2; If. 533,83—505,5; 
x J —— _—_—— 
563,0 0931,9 522,3 


End-Abs. 442. 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, I. 


Oxydation von Formyl-deutero-porphyrinester zu 1,3,5,8-Tetra- 
methyl - porphin -4-carbmethoxy-6, 7-dipropionsaure - dimethylester, 
200 mg Formyl]-deutero-porphyrinester werden in 100 ccm Eisessig gelést 
und nach Zusatz von 0,4 ccm entfirbter Jodwasserstoffsiure 5 Stunden lang 
ein trockener Luftstrom durchgeleitet. Vom Riickstand wird abfiltriert und 
die Lésung in Ather getrieben. Das ausgeschiedene Jod wird mit Natrium- 
thiosulfatlésung entfernt und die Carbonsiiure mit verdiinnter NaOH dem 
Ather entzogen. Durch Ansiiuern wird das Porphyrin in frischen Ather 
getrieben und mit 5°/,iger HCl fraktioniert. Das Porphyrin besitzt spektro- 
skopisch Rhodotyp. Zur Analyse wird aus Pyridin-Eisessig umkrystallisiert. 
Lange Nadeln vom Schmelzp. 206°. 

4,667 mg Subst.: 11,664 mg CO,, 2,463 mg H,O. — 4,194 mg Subst.: 
0,344 cem N, (21°, 712 mm). — 4,077 mg Subst.: 4,510 mg AgJ. 

C,H s.N,O, (596,28) ~ Ber. C 68,43 H 6,08 N 9,39 OCH, 15,60 
Gef. ,, 6816 ,, 591 ,, 892 ,, 14,61. 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
[. 637,1—631,8; IT. 592,3—580 max. Aufh. bei 578,6... 577,4—572,6; 














634,5 575,1 
III. 550,2—532,4; IV. 518,2—491,4 ... 487,8; End-Abs. 435. 
541,2 504,8 


Reihenfolge der Intensititen: III, IV, I, I. 


Spektrum in 25°/,iger HCl: 

I. 607,8—600,0; II. 563,2—551,9; | End-Abs. 428,6. 
603,9 557,6 

Reihenfolge der Intensititen: I, I. 


Eisensalz. Das Eisensalz wird auf bekannte Weise dargestellt. Prismen. 
Schmelzpunkt iiber 300°. 
3,20 mg Subst.: 6,972 mg CO,, 1,413 mg H,O, 0,410 mg Fe,0,. — 
2,10 mg Subst.: 0,209 cem N, (24°, 713 mm). 
C,,H,,N,O,FeCl (685,57) Ber. C 59,51 H 5,00 N 8,17 Fe 8,12 
Gef. ,, 59,42 ,, 4,94 ,, 824 ,, 8,96. 








Spektrum in Pyridin + 1 Tropfen Hydrazinhydrat: 
I, 571,6—557,7; | ‘II. 585,4—521,1; End-Abs. 490. 
564,7 528,2 


Reihenfolge der Intensitiiten: I, II. 
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Umsetzung von Formyl]-deutero-porphyrin mit Methyl- “magnesium. 
jodid. 100 mg freies Formyl-deutero-porphyrin werden in wenig wasser. 
freiem Pyridin und absolutem Ather gelést und zu einer Grignardlésung 


von 0,5 g Magnesiumspinen und 6 g¢ CH,J in absolutem Ather zutropfen & 


gelassen. Nach dem Eintropfen der Porphytinlbeuie erwirmt man noch 
2 Stunden auf dem Wasserbad. Die Grignardlésung wird dann mit konzen. 


trierter NH,Cl-Lésung zersetzt und mit 20°/,iger HCl iiber Nacht stehen § 


gelassen. Dann wird in Ather getrieben und mit Natriumthiosulfatlésung 
gewaschen. Das entstandene Oxy-iithyl-deutero-porphyrin laBt sich mit 
,5°/,iger HCl extrahieren und wird durch mehrmaliges Hin- und Hertreiben 


zwischen Ather—HCl gereinigt. Mit Diazomethan verestern. Das Porphyrin 


ist sehr leicht léslich und ist deshalb schwer zur Krystallisation zu bringen, 
Aus Aceton feine Nadeln, Schmelzp. 206°. 
4,814 mg Subst.: 12,535 mg CO,, 2,909 mg H,O. — 3,129 mg Subst. 
0,267 cem N, (21°, 721 mm). 
C,,HN,O; (583,21) Ber. C 69,95 H 6,73 N 9,60 
Gef. ,, 70,24 ,, 6,76 ,, 9,40. 
Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 625,0—620,5 Schatten bei 596,2; II. 579,0 ... 569,9—566,5; 
III. 581,1—524,2; IV. 504,4—481,4; End-Abs. 436. 
Reihenfolge der Intensititen: IV, I, II, II. 


Wasserabspaltung von Oxy-athyl-deutero-porphyrin. Die Wasser. 
abspaltung geschieht ebenso wie beim Oxy-iithyl-pyrro-porphyrin. Da: 


4-Vinyl-deutero-porphyrin ist verhiiltnismiBig sechwer in Ather léslich und 


1iBt sich daraus mit 4°/, HCl entziehen. 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 626,3—620,3; II. 582,1—566,8; III. 540,2—527,8; IV. 511,9—492,3 
623,3 574,2 5845 502,1 
(nd-Abs. 443. 
Reihenfolge der Intensitiiten: IV, III, II, I. 
Formylierung von 1,3,5,8-Tetramethyl-4-oxy-athyl-porphin-6,7 














dipropionsaure-Fe-Salz. 10 mg Eisensalz werden in wenig Dichlormethy!- § 


iithylither aufgeschlimmt und 10 Minuten lang nach Zusatz von etwas Snbr, 
als Katalysator auf 40° erwirmt. Die Lésung fiarbt sich sofort griin und 
wird durch EingieBen in Eiswasser zersetzt. Die ausgefallenen Flocken 
werden abfiltriert und mit konzentrierter H,SO, enteisent. Man treibt in 
Ather und extrahiert mit 5°/,iger HCl ein Porphyrin, dessen Spektrum Rhodo- 
typ, also maximale Intensitiit des III. Streifens besitzt. 


Spektrum in Ather: 














I. Schatten bei 622,6; ‘II. 588,7—582,5 ... 579,6—575,3; 
Vorschatten 577,4 
III. 556,4—546,3; IV. 517,0—495,8; End-Abs. 440. 
551,8 506,4 


Reihenfolge der Intensitiiten: III, II, IV, (I). 
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verschoben, auch die Intensitit des IV. Streifens ist stiirker. 
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Formylierung von Deutero-mono-acrylsaureester-Fe-Salz. 50 mg 
Deutero - acrylsiureester - eisen-salz werden in wenig asymmetrischem 
Dichlormethyl-aithylither aufgeschlimmt und unter Turbinieren bei 40° auf 
einmal mit 1g Zinntetrabromid versetzt. Nach 10 Minuten wird in Eis- 
wasser gegossen und nach der Zersetzung abfiltriert. Der Riickstand wird 
getrocknet und mit konzentrierter H,SO, enteisent. Durch Neutralisieren 
treibt man das Porphyrin in Ather, zieht zuerst mit 4°/,iger HCl unum- 
cesetzten Deutero-acrylsiureester wins und extrahiert dann mit 8°/,iger HCl 
das neu entstandene Porphyrin. Das Porphyrin zeigt in Ather ein Spek- 
trum, das gegeniiber dem des Ausgangsmaterials nach Rot verschoben ist. 
Auch gegentiber Formyl-deutero-porphyrin zeigt sich eine Rotverschiebung 
der Spektrallinien. 


Spektrum in Pyridin—-Ather: 
I. 649,6—642,3 Schatten bei 616; II. 601,2 ... 589,3—584,9; 














645,9 587,1 
if. 561,1—548,0; IV. 531,5—510,9; End-Abs. 459. 
554,6 521,2 


Reihenfolge der Intensititen: IV, I, III, Il. 

Der Eintritt einer Formylgruppe wird durch die positive Oximprobe 
bewiesen. Die Oximierung ergibt eine Blauverschiebung des Spektrums. 

Spektrum in Pyridin—Ather: 

I. etwa 633; II, 589,5 ... 581,0—574,3; III. 548,5—5: 








IV. 519,2—500,7; End-Abs. etwa 447. 
509,0 
Reihenfolge der Intensititen: IV, LI, II, I. 


Diformyl-deutero-porphyrin. Die bei der Aufarbeitung des Formy- 
lierungsproduktes iiber Ather anfallenden Flocken werden in 20°/,iger HCl 
witer Zusatz von Ather gelést und die Lésung, nach dem Abfiltrieren von 
den Zersetzungsprodukten, mit NaOH und Na-Acetat neutralisiert. Das aus- 
gefallene Porphyrin wird abfiltriert, getrocknet und mit Ather aus der Hiilse 
eventue ‘Il noch vorhandenes Monoformy]- -deutero-porphyrin extrahiert, bis 
der Ather farblos abliuft. Dann wird im Vakuum mit Pyridin extrahiert, 
die Lésung eingeengt und mit Ather das Porphyrin ausgeflockt. Diese Be- 
handlungsweise wird mehrmais wiederholt. Es gelang jedoch nicht, das 
Diformyl-deutero-porphyrin zur Krystallisation zu bringen. 





Spektrum in Pyridin: 
I. Sehr schwach bei 649,1; II. Vorschatten 594,6—584,7 581,1—575,3; 
589,7 578,2 





lil. 562,8—550,2; IV. 526,5—506,4; End-Abs. etwa 471. 








556,4 516,5 
Reihenfolge der Intensititen: III, IV, I, (1). 
Das Spektrum ist gegeniiber Monoformy]-deutero-porphyrin nach Rot 
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Di-oxim des Diformyl-deutero-porphyrins. 20 mg Diformy]-deutero. 
porphyrin werden in wenig Pyridin gelést und mit Hydroxylamin-chlo; 


hydrat nnter Zusatz siaeiileciae Soda 1 Stunde auf dem Drahtnetz erhitz§ 


Dann gibt man in Ather, wischt mit verdiinnter HCl vom Pyridin fr; 
und entzieht dem Ather mit 6 °/,iger HCl das Di-oxim. 


Spektrum in Pyridin-Ather: 











I. Schatten bei 639,1; ‘I. 600,2—582,2; «IT. 562,7—545,4: 
591,2 554,1 
IV. 525,3—504,8 ; End-Abs. etwa 452. 
515,0 


Reihenfolge der Intensitiiten: III, I], IV, (D. 


1,3,5,8-Tetramethyl-2,4-dicyan-porphin-6,7-dipropionsaure. 10 m; 
Diformy]-deutero-porphyrin-dioxim werden mit Essigsiure-anhydrid unte: 
Zusatz von entwiissertem Na-acetat einige Stunden gekocht, bis eine ent. 
nommene Probe eine Verschiebung der Spektrallinien nach Rot zeigt. 

Spektrum in Pyridin-Ather: 

I. etwa 636 sehr schwach; II. 588,3—571,0; If. 557,5—546;5: 
IV. 525,7—508,3;  _End.-Abs. 477 

Reihenfolge der Intensitiiten: IV, III, IL (1). 


1,3,5,8-Tetramethyl-porphin-2,4-di-acrylsdiure-6,7-dipropionsaure> 
50 mg Diformyl-deutero-porphyrin werden in 30cem Pyridin gelést unif 
unter Zusatz von 10 Tropfen Piperidin mit 500 mg Malonsiure 1 Stund§ 


lang am siedenden Wasserbad und 1 Stunde auf dem Drahtnetz erhitzt 
Mit Ather wird das Reaktionsprodukt ausgefillt und mit 18°/,iger HC 


aufgelést. Durch Neutralisieren mit NaOH wird die Di-acrylsiiure aus 
geflockt. Das Spektrum des Porphyrins ist gegeniiber dem Spektrum def 


Mono-acrylsiiure nach Rot verschoben. Die IV. Bande besitzt die gribte 
Intensitit. 


Spektrum in Pyridin: 














I. 638,6—635,8 ; II. 583,0—571,0 : III. 556,6—539,7: 
637,2 577,0 548,1 
IV. 520,0—497,2; | End-Abs. 459. 
508,6 


Reihenfolge der Intensitiiten: [V, LI, I, (D. 


Anlagerung von Diazoessigester an 1,3,5,8-Tetramethyl-porphin f 
2,4-di-acrylsaure-6,7-dipropionsaure. 10 mg Di- -acrylsiiure werden mif 


5 cem Diasoessigester 5 Stunden auf dem siedenden Wasserbad erwirm' 
Das Diazoessigester-anlagerungsprodukt ist ‘itherléslich und liBt sich dew 
Ather mit 5 %,iger HCl entziehen. 

Spektrum in Ather: 

I. 625,3—621,2 Schatten bei 597.5: II. Vorschatten 581,3—574,6 .. 
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570,7—566,9 Schatten bei 547,2; III. 536,4—525,1; IV. 507,4—488.,6 ; 








——— 


568,8 530,8 498,0 
End.-Abs.: 435. 

Reihenfolge der Intensititen: IV, I, II, III. 

Oxydation von Diformyl-deutero-porphyrin. 50 mg Diformy!- 
deutero-porphyrin werden in 100 cem Kisessig hei8 gelést und nach dem 
Abkiihlen 0,4 cem entfirbte Jodwasserstoffsiiure zugegeben. Dann wird 
wihrend 5 Stunden ein trockener Luftstrom durchgeleitet. Hierauf gibt 
man in Ather, wischt siiurefrei und schiittelt mit Na,S,O,-Lésung, um das 
Jol zu entfernen. Mit 10°/,iger HCl lai8t sich die Tetra-carbonsiure 
extrahieren. 


Spektrum in Ather: 

I. 651,0—646,4; II. 598,9—586,8; III. 554,7—544,2; IV. 525,8—503,6. 
End.-Abs. 447. 

Reihenfolge der Intensititen: IV, I, II, II. 


Der Unterschied vom Oxydationsprodukt des Monoformyl]-deutero- 
porphyrins ist, abgesehen von der héheren HCl-Zahl, die maximale Inten- 
sitiit des 1V. Streifens. 

Acetylierung von Formyl-deutero-esterhamin. 10 mg Monoformy]- 
deuteroester-Fe-Salz werden in 20 ccm Essigsiureanhydrid aufgeschlimmt 
und nach Zusatz von etwas SnBr, 10 Minuten lang unter Riihren auf 40° 
erwirmt. Dann wird in Eiswasser gegossen und nach der Zersetzung des 
Reaktionsproduktes abfiltriert. Mit wenig konzentrierter H,SO, wird ent- 
eisent und das Porphyrin in Ather getrieben. Mit 6°/,iger HCl entzieht 
man unumgesetztes Formyl-deutero-porphyrin und mit 11°/,iger HCl das 
Acetylierungsprodukt. Das Spektrum zeigt breite, verwaschene Streifen, 
wie sie fiir Acetyl-porphyrine charakteristisch sind. 


Spektrum in Pyridin-Ather: 














I. 646,5—637,0 Vorschatten 591,7—583,8; II. 579,7—576,2 ; 
641,7 578,0 
IIL. 567,1—543,5; IV. 520,0—496,7;  _End.-Abs. 452. 
555,3 508,38 


Reihenfolge der Intensitiéten: [V, III, I, I. 











Eine Methode zur Darstellung von Methylestern 
schwer veresterbarer Sduren. 
Von 


VY. Prelog und M. Piantanida. 


(Aus dem Institut fiir organ. Chemie, Technische Fakultét, Universitit Agram, Jugoslavie 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. August 1936.) 


Veresterung der Carboxylgruppe ist wohl eine der gangbarster 
Operationen beim organischen Arbeiten. Von vielen Verfahrer 
wird am meisten die Veresterung mit Alkoholen unter Zusat: 
von Mineralsiure verwendet. Sie leidet an dem Nachteil, daB sic 


bei sterisch gehinderten Carboxylen, wie sie z. B. in der Reihe deaf 
Polyterpensiuren und Sapogenine oft vorkommen, schlechte odef — 
gar keine Resultate gibt. In solchen Fillen nimmt man gef 


wohnlich Zuflucht zu Diazomethan oder man verestert die Salze 
mit Dialkylsulfat oder Alkylhalogenid. Da auch diese Methodes 


verschiedene Nachteile zeigen (unbequeme Arbeit mit Diazomethan§ 
Dimethylsulfat usw.), so haben wir fiir die Darstellung der Methy!-f 
ester solcher Siuren thermische Zersetzung ihrer Tetramethyl-J 


ammonium-salze angewandt. 
Es war bekannt, daB sich einige Tetra-methyl-ammoniun- 
salze organischer Séuren thermisch in Trimethyl-amin und Methy!. 


ester der betreffenden Siuren zersetzen lassen?) und ebenso lagen 


sich Methylbetaine der «@-, d-, «-, -Aminosiiuren in Methylester 


der entsprechenden Dimethyl-amino-siuren um’) Wir fandenf 
daB man diese Reaktion priparativ mit sehr guten Ausbeutenf 


auch auf Verbindungen mit schwer veresterbarem Carboxyl an- 


wenden kann. So lieBen sich z. B. Oleanolsiiure, Acetyl-oleanol-f 


siure, Chinovasiure, «-Elemolsiure, ¢- und #-Elemonsiure”) glatt 
in ihre Methylester umwandeln. 


1) Lawson u. Collie, J. Chem. Soe. 53, 631 (1888). 

*) Ber. chem. Ges. 35, 588 (1902); 37, 401, 1853 (1904); Coll. Trav. Chim. 
Tchecoslov. 2, 712 (1930); Ber. chem. Ges. 68, 387 (1935). 

*) Die Derivate der Elemi-siiuren bat Herr Dr. Mladenovié dar 
gestellt. 
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Selbstverstiindlich lassen sich ebensogut Verbindungen, bei 
welchen man mit einfacher Veresterung auskommt und welche 
die erforderliche Temperatur (200—300°) aushalten, auf diese 
Weise verestern. Da die Methode kleinere Mengen der Ester in 
kurzer Zeit rein darzustellen erlaubt und sie manchmal weitere 
Vorteile bietet (Aminosauren liefern gleich freie Ester), so diirfte 
sie auch in solchen Fallen Verwendung finden. 

Erforderliche Tetra-methyl-ammonium-salze werden durch 
Titration der Siiuren mit Tetra-methyl-ammonium-hydroxyd-lésung 
dargestellt. Wenn eine genau eingestellte Lésung verwendet wird, 
so kann man zugleich die Carboxylgruppe quantitativ bestimmen. 

Bei der Ausfiihrung muB8B man darauf achten, daf nicht ein 
UberschuB8 von Tetra-methyl-ammonium-hydroxyd zugegeben wird. 


Wir haben durch iiberschiissige Base manchmal eine Art Alkali- 
sschmelze entstehen sehen, wobei einige Verbindungen interessante 


Veriinderungen erfahren. Die neue Alkalischmelze mit Tetra- 


mnethyl-ammonium-hydroxyd wird in unserem Laboratorium studiert 
und wir hoffen in kurzer Zeit dariiber eine Mitteilung geben zu 


kénnen. 
Experimenteller Teil. 


1 /500-— 159 Mol Saure wird in einem entsprechenden Fraktionier- 
kolben in wenig Methylalkohol gelést und mit etwa }/,-normaler 
methylalkoholischer Tetra-metbyl-ammonium-hydroxyd-lésung aut 
Phenolphthalein titriert. Die methylalkoholische Liésung ver- 
wenden wir, weil sich die waBrigen Lésungen einiger Tetra-methyl- 
ammonium-salze auch im Vakuum schwer trocknen lassen. Man 


‘kann auch Aminosiiuren in methylalkoholischer Lésung auf Phenol- 


phthalein titrieren. Nach der Titration entfernt man den Methyl- 
alkohol durch Destillation aus einem Wasserbade eventuell unter 
vermindertem Drucke. Zuriickgebliebene Tetra-methyl-ammonium- 
salze zersetzt man durch vorsichtiges Erhitzen mit freier, ruBender 
Flamme. Der Fortlauf der Zersetzung ist leicht nach der Gas- 
entwicklung zu verfolgen. Um die Laboratoriumsluft nicht mit 
Trimethylamingeruch zu belistigen, wird der Zersetzungskolben 
mit einem zweiten Fraktionierkolben verbunden, und die Apparatur 
wird durch eine Wasserstrahlluftpumpe schwach evakuiert. Bei 
fliichtigen Estern ist es ratsam, die Zersetzung mit einer Vakuum- 
destillation zu vereinigen. 

Darstellung der methylalkoholischen Lésung von Tetra-methyl-ammo- 
nium-hydroxyd. 
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Reines umkrystallisiertes Tetramethyl-ammonium-bromid wird in wenig 
Methylalkohol gelést und mit einer Suspension von frisch gefiilltem Silber. 
oxyd (1,2 Aquivalent) in Methylalkohol geschiittelt, bis das Halogen voll. 
stindig entfernt ist. Silberbromid wird auf einer Jenaer Glasfrittennutsche 
abgesaugt, mit Methylalkohol nachgewaschen und das Filtrat mit Methy). 
alkohol so verdiinnt, daB etwa '/,n Lésung entsteht. 

Tetramethyl- -ammonium-bromid wird leicht durch Kinleiten von Methy]. 
bromid in eine gekiihlte, alkoholische etwa 10°/,ige Lésung von Trimethy. 
amin‘) dargestellt. WeiBes, nichthygroskopisches Salz wird aus Alkohol 
umkrystallisiert. 


Wir haben die Methode bei vielen Siuren iiberpriift. EHinige 
Beispiele sollen die Ausbeuten veranschaulichen: 


Oleanolsiure-methylester (aus Methylalkohol umkrystallisiert. 
Schmelzp. 194° unkorr.) 83°/, d. Th. 

Acetyl-oleanolsiure-methylester (aus Methylalkohol umkry- 
stallisiert. Schmelzp. 216—217° unkorr.) 87°/, d. Th. 

Palmitinsiure-methylester (Schmelzp. 30°, Verseifungszahl ber. 
207,6, gef. 207,4) 95°/, d. Th. 

Oleinsiure-methylester (i. V. destilliert, Verseifungszahl ber. 189,2, 
gef. 189,1) 87°/, d. Th. 

Nicotinsiure-methylester (i. V. destilliert, umkrystallisiert, 
Sehmelzp. 39°) 71°/, d. Th. 





*) Organic Syntheses Coll. 1, 514 (1932). 
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Uber die Ascorbinsiure-Bestimmung im Harn. 
, Von 
W. Tschopp. 
Mit 6 Figuren im Text. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitét Basel 
und der Medizinischen Universitits-Klinik Basel.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. September 1936.) 


Seit der gelungenen Identifizierung des Vitamins C mit der 
Ascorbinsiiure, C,H,O,, interessiert der Stoffwechsel und das 
Schicksal dieser Substanz im menschlichen und tierischen Orga- 
nismus die klinische Medizin in steigendem MaBe. [Zusammen- 
fassende Darstellung ‘von Willstaedt?).] Deshalb sind zahlreiche 
Methoden zur Bestimmung der Ascorbinsiure in Kérperfliissigkeiten 
und Geweben ausgearbeitet worden, die aber alle nach den Literatur- 
angaben nicht voll befriedigen und stindig durch neue Modifika- 
tionen ergiinzt werden. 

Biologischen Methoden zur Wertbestimmung der Ascorbinsiiure — 


Schutz- und Heildosis beim experimentellen Skorbut des Meerschweinchens 
nach Szent-Gyérgyi und Svirbely, Schneidezahntest nach Héjer, 


| Key und Elphick [zusammenfassende Darstellung von Moll*)] — stehen 


chemische Verfahren gegeniiber, die auf Bestimmung der Reduktionsfihig- 
keit der Ascorbinsiure beruhen: 2,6-Dichlorphenol-indophenol-Titration 
nach Tillmanns und Hirsch®‘), Harris und Ray®®’), v. Euler®®*) wu.A.; 
vereinfachte Farbstoffmethode nach Jezler und Niederberger™); Jod- 
titration nach Stepp und Schréder'™), Einhauser™), Armentano"), 
v.Drigalski'®"*); Methylenblaumethode nach Martini und Bonsignore"), 
Neuweiler'’); Monomolybdin-phosphorwolframsiure-reagens nach Bezs- 
sonoff und Mitarb. '* 2°); colorimetrische Bestimmung mit Natriumwolframat 
nach Fujita und Mitarb.*4), um nur einige der bekannteren Methoden an- 
zufiihren. Neuerdings wird noch ein fermentatives Verfahren angegeben 
von Tauber und Mitarb.2*), Neuweiler®*). 


Bei Durchsicht der immer mehr anwachsenden, kaum mehr 
iibersehbaren Literatur, auf die einzugehen hier nicht der Ort 
ist, fallen sehr wechselnde Angaben iiber die Brauchbarkeit der 
verschiedenen Bestimmungsmethoden auf. Es mégen nur die Haupt- 
punkte hervorgehoben werden: 
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Keine der bis jetzt bekannten chemischen ,,Ascorbinsiiure*. 
Bestimmungsmethoden ist fiir die Ascorbinsiure spezifisch, sie 
erfassen alle in mehr oder minder groBem Ausmafe noch ander 
in biologischem Material (Blut, Urin, Gewebsextrakt) vorkommende 
reduzierende Substanzen wie Glutathion, Cystein, Ergothionein, 
Thiosulfat, Harnfarbstoffe u.a.m. [Ammon und Hinsberg* 
Widenbauer”), Stepp und Schréder?)]. Titration mit [j. 
chlorphenol-indophenol bei p,, 2,5--2,7 schaltet die Mitbestimmung 
von Glutathion und Cystein aus [Martius und Euler’), Jung"), 
van Eeckelen und Mitarb.*****°) empfehlen Fallung von Cystein 
und andern reduzierenden stérenden Substanzen mit Quecksilber. 
acetat in trichloressigsaurer Lésung und nachfolgender H,S-Be. 
handlung. Wachholder und Mitarb.*%?) schalten Glutathion 
durch Formaldehydbehandlung in sulfosalicylsaurer Liésung aus 
und titrieren nachher mit Kaliumjodat. 

Jede der einzelnen Methoden wird in der Literatur ver. 
schieden bewertet, teils befiirwortet, teils abgelehnt. Die jodo. 
metrischen Methoden liefern die gréBten Reduktionswerte, mit 
der Farbstofftitration werden kleinere Zahlen erhalten, mit der 
Methylenblaumethode die kleinsten Werte. Daraus darf ge. 
schlossen werden, da8B mit der am wenigsten spezifischen Jod- 
methode aufBer der Ascorbinsiure noch allerlei andere reduzie- 
rende Stofte erfaBt werden. [Wieters*’), Neuweiler?’), Wach- 
holder**), Baumann*) u, A.}| Die Bezssonoffsche Reaktion 
wird in der deutschen Literatur fast durchweg abgelehnt [Wach- 
holder und Podesta*®%4)], 

In der Klinik werden zur Ascorbinsiiure- Bestimmung im Urin 
am meisten die Dichlorphenol-indophenol- und die Jodmethode ver- 
wendet, und zwar fast ausschlieBlich fiir Belastungsversuche mit 
peroraler oder parenteraler Ascorbinsiurezufuhr, wobei von den 
meisten Autoren darauf hingewiesen wird, daB die Zunahme 
des Reduktionswertes des Urins auf Ascorbinséure bezogen werden 
darf. [Stepp und Schréder’’), Kapp und Jezler*), Wieters*). 
Besonders wichtig sind fiir diese Fragen die Ergebnisse von 
Wieters*), der sich kritisch mit den bekannten Methoden aus- 
einandersetzt: ,.Das Reduktionsvermégen normalen menschlichen 
Urines ist zum iiberwiegenden Teil nicht auf ausgeschiedene 
Ascorbinsiure zuriickzufiihren. Der Beweis, daB der Harn bel 
normalem Vitamin-C-Gehalt der Nahrung itiberhaupt Ascorbin- 
siiure enthialt, ist bisher nicht erbracht worden. Dagegen ist die 
Steigerung des Reduktionsvermégens im Harn nach Zufuhr reich- 
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sch, sie zuriickzufiihren. 


krystallisierter Form zuriickgewonnen.“ 


_im Eiskasten in braunen Flaschen aufbewabhrt. 
‘jeweils mit einer frisch hergestellten Ascorbinsdurelésung auf ihren Titer 
_eingestellt, da die von Jung*’) angegebene Titerstellung des Farbstoffes 
gegen Ferroammoniumsulfat-lésung infolge der jetzt auBerordentlichen Billig- 
keit der Ascorbinsiure bhinfillig geworden ist. (AuBerdem konnten wir mit 
‘dieser Methode nie genaue Resultate erhalten.) Bei saurer Reaktion ist die 
 Farbstofflésung rot, bei alkalischer Reaktion blau. 


‘dation der Ascorbinsiiure durch den Luftsauerstoff eingefiigt werden. 


Fum 8—14°,, in 5 Stunden um 14—20°/,, in 18 Stunden um 69°/,. 
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‘ticher Dosen von Vitamin C zum grébten Teil auf Ascorbinsiiure 
ii 


Aus derartigen Harnen wurde Ascorbinsiiure in 


Die vorliegende Arbeit bezweckt nun, die fiir die Klinik am 


‘besten brauchbare einfache und doch hinreichend genaue Methodik 
-herauszufinden. Zuerst wurden Modellversuche an reinen Lisungen 
-yon Ascorbinsiure, Cystein und Glutathion vorgenommen, spiiter 
-auch noch Urinuntersuchungen. 


I. Versuche an reinen Losungen. 


A. Titrationsmethoden. 


1. Ascorbinsiure. Als Stamm- und Kontrollésung dient eine n/100- 


_ Lisung, dh. eine Lésung von 88mg Ascorbinsiiure in 100,0ccm ausgekochtem 


doppelt destilliertem Wasser. Die n/1000-Dichlorphenol-indophenollésung wird 


| durch Lésen von 0,2 g Substanz mit 100 cem kochendem doppelt destilliertem 


Wasser und Auffiillen auf 1000,0 cem hergestellt. Beide Lésungen werden 
Die Farbstofflésung wird 


Zur Innehaltung eines py 2,7 wurde pro 1 ccm Vorlage 1 Tropfen Eisessig 


-mgegeben und die Reaktion colorimetrisch mit einer HCIl-Glykokollpuffer- 
lisung mit Thymolblau als Indicator kontrolliert. 


Bei Vorlage von 1,0 ecem n/100-Ascorbinsiiurelésung und Titration mit 


_der Farbstofflésung und bei Vorlage von 10,0 ccm n/1000-Farbstofflésung 
-und Titration mit der Ascorbinsiurelésung haben wir jeweils iiberein- 
'stimmende Resultate erhalten. 
_lage der Ascorbinsiurelésung mit ZuflieBenlassen des Farbstoffes aus der 
| Biirette gewihlt. : 
‘erkennen; die Titration lieB sich bei einiger Ubung in */,—1 Minute gut 
' durchfiihren. 
| lisung mit Stirke als Indicator bis zur Blaufirbung titriert. 
-punkt scharf. Resultate mit der Farbstoffmethode iibereinstimmend. 


Aus praktischen Griinden wurde die Vor- 
Der Umschlagspunkt, die Rotlichfirbung, war scharf zu 


AuBerdem wurde die Ascorbinsiurelésung mit n/100-Jod- 
Umschlags- 


An dieser Stelle mégen auch noch die Beobachtungen iiber die Oxy- 
Bei 
Zimmertemperatur nahm der Reduktionswert in 1 Stunde nach Herstellung 
der Lésung um 1,3—3,8°/, ab, in 1'/, Stunden um 5,6—10,2°/,, in 3 Stunden 
Im Eis- 
kasten betrug die Abnahme des Reduktionswertes in 5 Stunden 2,5—5,0°,, 
in 18 Stunden 18°/,. Aufbewahrung im Eiskasten hat also einen deutlichen 
stabilisierenden Kinflu8 auf die Ascorbinsiiure. 

Da zur Konservierung der Ascorbinsiure im Urin Siiurezusiitze emp- 
fohlen werden (vgl. weiter unten), wurde der Einflu8 einiger Siiuren auf 
die reinen Ascorbinsiurelésungen untersucht. 
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Prosentusle Abnahme des Ausgangs. 
wertes bei Zimmertemperatur in Min, 
30 | 60 / 90 
Reine ree 0 1,2 | 4,6 
5eem Ase. + 0,3 cem n- n-Essigsiure 1,2 1,7 | 5,6 
5eem Ase. + 0, 3eccm Eisessig . 2,4 2,4 | 2,4 
5 cem Ase. + 0, 3 ccm 5°/, Trichlor- | 
essigsdiure. . ih, oo 1,2 | 2,4 | 2,4 
5cem Ase. + 0,3 cem 20%, Trichlor- 
ees 6S Ae ee 3,0 5,1 8,1 


Schwache Siuerung bewirkt also eine gewisse Stabilisierung der 
Ascorbinsiure, wihrend stirkere Siiuerung zu vermeiden ist. Am ehesten 
ist der Zusatz von Eisessig zu empfehlen. 


2. Cystein. Untersucht wurde eine m/100-Cysteinchlorhydratlésung, 
d. h. 0,1575 g Cysteinchlorhydrat in 100,0 ecem ausgekochtem oe 
destilliertem Wasser geliést. Weder mit der Farbstofftitration bei py, 2,1 
noch mit der Jodtitration konnte ein Endpunkt erhalten werden, die Be- 
stimmung war ziehend. 


3. Glutathion. Untersucht wurde eine m/100-Glutathionlésung, 
d. h. 0,8072 g Glutathion in 100,0 cem ausgekochtem doppelt destilliertem 
Wasser gelést. 

Mit der Farbstoffkonzentration ist keine Endpunktsbestimmung mig: 
lich, der Umschlag ist ziehend. Die Jodtitration dagegen gibt einen scharfen 
Umschlagspunkt. Glutathionlésung zeigte nach 3 tigiger Aufbewahrung 
im Eiskasten noch den gleichen Reduktionswert wie unmittelbar nach der 
Herstellung. 

4. Gemische von Ascorbinsiure, Cystein und Glutathion, 
Ascorbinsiure + Cystein 1:1. Bei diesen Untersuchungen zeigt die Farb- 
stoff- und die Jodtitration einen ziehenden Farbumschlag; als Endpunkt 
wurde das Bestehenbleiben der Rot- bzw. Blaufiirbung wihrend 1/, Minute 
angenommen. 

1,0 cem Gemisch verbraucht 1,30 cem Jodlésung, wobei nach Kontroll- 
untersuchung 0,5 cem Ascorbinsiure 0,51 ccm Jodlésung verbraucht. 

1,0 cem Gemisch verbraucht 5,27 ccm Farbstoff, wobei nach Kontroll- 
untersuchung 0,5 cem Ascorbinsiure 5,02 ecm Farbstoff verbraucht. 

Beide Methoden geben also keine genauen Resultate. AuBer der 
Ascorbinsiure wird im Gemisch ein gewisser nicht genau bestimmbarer 
Anteil des Cysteins mitbestimmt. 

Ascorbinsiure + Glutathion 1:1. 1,0 cem Gemisch verbraucht 1,22 ccm 
Jodlésung. Nach Kontrolluntersuchungen verbraucht 0,5 cem Ascorbinsiiure 
0,60 ccm Jodlésung und 0,5 cem Glutathion 0,61 cem Jodlésung, zusamme? 
1,21 ecm Jodlésung. 

1,0 cem Gemisch verbraucht 5,23 cem Farbstoff. Nach Kontrollunter- 
suchung verbraucht 0,5 cem Ascorbinsiure 5,12 cem Farbstoff. 

Mit der Jodtitration wird also Ascorbinsiiure + Glutathion erfaBt, mit 
der Farbstofftitration bei py 2,7 Ascorbinsiiure und ein geringer nicht genal 
bestimmbarer Anteil des Glutathions. 
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} bestimmt werden, wobei 
nisches feststellen libt, 
. Ascorbinsaure : Glutathion bestimmt werden kann. 


des Gemisches etwas gréBer als die Summe der Werte der einzelnen Bestand- 
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Dasselbe Verhalten wurde auch bei andern Mischungsverhiltnissen 
| gefunden, 2. B. Ascorbinsiiure + Glutathion 1:4 und 4:1, wobei bei Uber- 
_wiegen des Glutathions der Reduktionswert des Gensieshus etwas gréBer 
‘ist als die Summe der einzeln bestimmten Reduktionswerte der beiden 


| Substanzen. 
Zusammenfassung. Ascorbinséiurelésungen zeigen bei 
‘Zimmertemperatur eine nicht unbetrichtliche Abnahme des 


'Reduktionsvermégens, bei Aufbewahrung im Kiskasten ist diese 
Reduktionsabnahme wesentlich geringer. 
'am besten mit Kisessig, bewirkt eine gewisse Stabilisierung der 
_ Ascorbinsiurelésungen. 


Schwaches Ansiuern, 


Reine Ascorbinsaurelésungen kénnen genau mit der Dichlor- 


_ phenol-indophenol- und mit der Jod-Titration bestimmt werden. 


Cystein laBt sich mit keiner dieser beiden Methoden be- 
stimmen. 
Ascorbinsiure—Cystein-Gemische kénnen auch bei p, 


2,¢ 


/nicht genau bestimmt werden, der ziehende Umschlagspunkt laBt 
‘auf Miterfassung eines nicht genau bestimmbaren Anteiles des 
'Cysteins schlieBen. 


Ascorbinsaure—Glutathion-Gemische kénnen genau mit Jod 
sich aber nur die Reduktion des Ge- 
nicht aber das gegenseitige Verhiltnis 


B. Bestimmung nach Wachholder und Mitarbeiter. 
Wachholder und Mitarbeiter*! %? 34) haben in sulfosalicy!- 


}sauren Gewebsextrakten einen Formaldehydzusatz empfohlen, der 
das Glutathion in 11/, Stunde quantitativ zerstért, die Ascorbin- 
‘siure aber nur zu 6—10°/, vermindert. 


Nachfolgende Titration 
mit n/1000-KJO, mit KJ-Zusatz und Starke als Indicator. 


Zuerst wurde die Jodattitration an reinen Lésungen und an Gemischen 


reiner Lésungen durchgefiihrt. Vorgelegt wurde 1,0 cem Asc. (bzw. Cystein, 


Glutathion oder Gemisch), dazu 0,25 ccm 4°/,ige Sulfosalicylsiure, 3 Tropfen 
Stirke, 0,25 cem 5°/,iges KJ, Titration mit n/1000-KJO, zur Blaufirbung. 
Mit reiner Ascorbinsiurelésung gibt diese Methode genaue Resultate. 

Cystein kann mit dieser Methode nicht bestimmt werden. 

Glutathion kann genau bestimmt werden. 

In Gemischen, die auBer Ascorbinsiure Cystein enthalten, ist eine 
genaue Bestimmung nicht mdglich, auBer der Ascorbinsiure wird noch ein 
nicht genau erfaBbarer Teil des Cysteins mitbestimmt. 

Ascorbinsiiure-Glutathion-Gemische ergeben mit der Jodattitration 
genaue Werte; beim Vorherrschen des Glutathions wird der Reduktionswert 
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teile. Das gegenseitige Verhiiltnis Ascorbinsiure:Glutathion kann aber nicht 
festgestellt werden. 

AnschlieBend wurden die Untersuchungen mit Formaldehydzusatz yor. 
genommen nach folgendem Ansatz: 10,0 ecm Ascorbinsiure + 2,5 cem 4°), ige 
Sulfosalicylsiure + 0,75 cem 5°/,iges Formaldehyd. Vor der Titration wir) 
pro vorgelegtem Kubikzentimeter Lésung Stirke und 0,25 ecm 5°/,iges Kj 

zugesetzt und dann mit n/1000-KJO, zur Blaufiarbung titriert. Der Umschlags. 
punkt ist scharf. 

Die Resultate lassen sich am besten kurvenmiBig darstellen (Fig. 1, 
Wir fanden iibereinstimmend mit Wachholder eine Abnahme der Ascorbin. 
siiure um’ 8—12°/, innerhalb 1 Stunde. Die Zerstérung der Ascorbinsiiur 
durch Formaldehyd ist eine lineare Funktion der Zeit. 





0 pment a - aed 
10 
20; 
30 
er ot 0 
> oA ° 
'S 
e| NS , 
$7 le. 50 
» | e € 
Ss | my 
> - (] 
Sc 6d 
= { 
= 0 
$30 % 
& 80 
—_ 
=” | ee 
= 90 - 
+ tH OH} ccseitethesseliilestenliiorsdel foseond 
; Zeit , , . r = 
Fig. 1. Fig. 2. 


Fig. 1. EinfluB des Formaldehydzusatzes zur reinen Ascorbinsiurelésung. 
Abszisse: Zeit Ordinate: Abnahme des Reduktionsvermdgens in °/, des Ausgangswertes 
O Werte der mit Formaldehyd versetzten Ascorbinsiurelésung aus 4 Versuchen. 
@ Ascorbinsiure ohne Formaldehydzusatz. 


Fig. 2. Einflu®B des Formaldehydzusatzes zur reinen Glutathionlésung. 
Abszisse: Zeit Ordinate: Abnahme des Reduktionsvermégens in °/, des Ausgangswerte: 


Zur Kontrolle wurde auch noch eine Glutathionbestimmung mit Forw- 
aldehydzusatz vorgenommen, die die Kurve Fig. 2 ergeben hat. Glutathion 
ist in 11/, Stunde zu gut */, zerstért, die Zerstérung ist keine lineare Funktion 
der Zeit. 


Die Ergebnisse des Formaldehydzusatzes zu Ascorbinsiure + Cystein 
° und Ascorbinsiiure + Glutathion-Gemischen lassen sich am besten graphisc 
darstellen. Vorher wurde jeweils der Titrationswert des entsprechenden 
Ascorbinsiureanteiles bestimmt; es wurde eine Abnahme dieses Wertes wu 
10°/, innerhalb 1 Stunde angenommen und kurvenmibig eingetragen. 
Aus den Kurven Fig. 3 und 4 geht hervor, daB der Titrationswer [% S% 
1 Stunde nach Formaldehydzusatz bei Ascorbinsiiure—Cystein-Gemischen 1:1 li: 
und 1:4 ziemlich genau den Ascorbinsiiurewert angibt, nicht aber bei Ascorbin- § }); 
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aber nicht siiure-Cystein-Gemischen 4:1 und vollends nicht bei den Ascorbinsiure- 
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Fig. 3. Einflu8 des Formaldehydzusatzes zu Ascorbinsiure—Cystein-Gemischen. 
Abszisse: Zeit Ordinate: Ablesewerte in ccm n/1000-KJO,. 
— Ascorbinséiure—Cystein-Gemisch 


---- Reduktionswert des entsprechenden Ascorbinsiureanteiles, 
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Fig. 4. Einflu®B des Formaldehydzusatzes zu Ascorbinsiure—Glutathion-Gemischen. 
Abszisse: Zeit Ordinate: Ablesewerte in ccm n/1000-KJO,. 


+ Cystein 


Ascorbinsiure- Glutathion-Gemisch 


yraphiscl , is 

echendes ---- Reduktionswert des entsprechenden Ascorbinsiureanteiles. 

ertes ue 

en. | Zusammenfassung: Durch Formaldehydzusatz zu Ascorbin- 


tionswer [m Sdurelésungen nach Wachholder wird die Ascorbinsiure in einem 
chen 1:\% linearen Verhaltnis zur Zeit zerstért, in 1—11/, Stunden um 10 
Ascorbil: & hic 15%/,. 
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Formaldehydzusatz zu Glutathionlésung bewirkt anfangs eine 
sehr rasch, dann langsamer verlaufende Zerstérung von Glutathion, 
Die Glutathionzerstérung steht in keinem linearen Verhiiltnis 


zur Zeit. 

In Ascorbinsiure—Cystein-Gemischen mit Vorwiegen des Cy. 
steins kann der etwa 1 Stunde nach Formaldehydzusatz ermittelte 
Wert mit ziemlicher Genauigkeit auf Ascorbinsiure bezogen 
werden, nicht aber bei Vorherrschen der Ascorbinsiure und voll- 
ends nicht in Ascorbinsiure—Glutathion-Gemischen. 


Reine Ascorbinsiure- und Glutathionlésungen kénnen mit der 
Jodattitration in sulfosalicylsaurer Lésung genau bestimmt werden, 
ebenso ihre Gemische, wobei aber das gegenseitige Verhiiltnis 
dieser beiden Substanzen nicht bestimmt werden kann. 

Reine Cysteinlésungen kénnen mit der Jodatmethode nicht 
bestimmt werden, Gemische von Ascorbinsiure mit Cystein sind 
deshalb nur sehr ungenau zu bestimmen. 


C. Bestimmung nach van Eeckelen und Mitarbeitern. 


van Keckelen und Mitarbeiter®® **) und a. a. O. haben zur 
Entfernung der stérenden reduzierenden Stoffe, vorwiegend des 
Jysteins, eine Fillung mit 20°/, Quecksilberacetat in trichlor- 
essigsaurer Liésung angegeben mit nachfolgender Behandlung mit 
H,S und Titration mit 2,6-Dichlorphenolindophenol. 

Gleich hier mag ein schwerwiegender EKinwurf gegen diese 
Methode angebracht werden. Durch die H,S-Behandlung bio- 
logischer Fliissigkeiten (z. B. Urin) werden Stoffe bekannter und 
unbekannter Natur reduziert, die vorher nicht reduziert waren 
und die dann so das Vorhandensein von Ascorbinsiure vortauschen, 
selbst wenn diese durch die Fiallungsmittel der Bestimmung ent- 
zogen worden ist [Wieters*’), Ammon u. Hinsberg’4)}. Ubrigens 
ist die Frage iiber das Vorkommen der Ascorbinsiure in redv- 
zierter und oxydierter Form im Urin noch keineswegs geklirt 
[Gabbe *§)]. 


Arbeitsgang: Zu 20,0 cem Ascorbinsiurelésung 0,6 cem 20° ige Tri- 
chloressigsiure, 0,5—2,0 ecm 20°/,iges Hg-Acetat, d. h. jeweils bis zam maxi: 
malen Niederschlag. Filtrieren, mit H,S behandeln, iiber Nacht — 12 bis 
14 Stunden — stehen lassen bei Zimmertemperatur, dann den H,S mit }, 
(in alkalischer Pyrogallollésung gewaschen) austreiben, Kontrolle mit 
Pb-Papier, Titrieren mit Dichlorphenolindophenol. 


Mit dieser Methode erhielten wir folgende Resultate. 
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-Glutathion in wechselnden Verhiltnissen untersucht. 
/ Menge 20°/,iger Trichloressigsiure wurde in steigenden Mengen 20°/,iges 
| Hg-Acetat zugesetzt, jeweils bis zur maximalen Ausfiillung. 
‘wurden nach dieser MaSnahme sofort vom Niederschlag abzentrifugiert, 
‘fltriert und mit H,S behandelt zur Ausfillung des Quecksilbersulfides, dann 
_verschlossen 12—14 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen, der H,S 
‘mit N, ausgetrieben, die Liésungen mit Dichlorphenol-indophenol titriert. 
‘Zur Kontrolle wurden dieselben Gemische angesetzt, z.T. mit Trichlor- 
‘essigsiure angesiuert und reduziert, z.T. nur angesiuert, z.T. nur redu- 
saiert, z. T. unbehandelt gelassen. Den héchsten Reduktionswert zeigten die 
‘nur mit H,S behandelten Kontrollen, er wurde mit 100°/, bezeichnet, die 


6% 


Uber die Ascorbinsiure-Bestimmung im Harn. 


Reine Ascorbinsiure: 




















Ablese- | /2.°/o der ganz redu- 
wants zierten, sonst nicht 
behandelten Probe 
_ Ase. + Trichloressigsiure + H,S 10,12 98,9 
_ Ase. + Trichloressigsiure 3,13 30,6 
| Asc. + HS . 10,23 100,0 
F Ase. . 7,83 76,5 


Trichloressigsiurezusatz ohne spiitere Reduktion bewirkt einen starken 
_ Ascorbinsdureverlust, durch Reduktion mit H,S tritt bei der Behandlung mit 
Trichloressigsiure kein praktisch meBbarer Ascorbinsdureverlust ein. 
Reine Ascorbinsiiure: 


























Ablese- 
wert 
| Ase. + Trichloressigs. + 0,1 cem Hg-Acetat . 8,65 Alle Proben 
_ Ase. + Trichloressigs. + 1,0 cem Hg-Acetat . 8,12 mit H,S 
mAse. + ERMOMIOPOOBINS. 6 0 ww ww tte 9,78 reduziert 


Bei Zusatz von Hg-Acetat zur trichloressigsauren Liésung in wech- 


selnden Mengen zeigt sich eine deutliche Abnahme des Reduktionswertes 
“mit steigenden Mengen Hg-Acetat, was auf eine Fillung der Ascorbinsiure 
‘durch das Hg-Acetat hinweist. 


Im weiteren wurden Gemische von Ascorbinsiiure mit Cystein und 
Zu einer konstanten 


Alle Proben 


andern Reduktionswerte auf ihn bezogen und in den Tabellen hinter den 


‘Ablesewerten aufgefiihrt. 


Ascorbinsiure + Cystein 1:1: 











Ab- | In °/, des véllig 

lese | red., sonst nicht 

werte | behand. Gemisches 
Gemisch + Trichl. + 1,0 eem Hg-Acetat + H,S | 4,09 75,7 
‘Semisch + Trichl. + 2,0 eem Hg-Acetat + H,S 4,15 77,0 
Gemisch + Trichl. + 3,0 cem Hg-Acetat + H,S | 4,08 75,6 
Gemisch + Trichl. + H,S . or ee 5,33 98,7 
‘Gemisch + H,S jes 5,40 100,0 
Gemisch ; 5,07 93,0 
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Die Ablesewerte entsprechen in der GréBenordnung der zugesetztey 
Menge Ascorbinsiure, zeigen mit Trichloressigsiiure- und Hg-Acetat-Behand. 
lung einen Verlust an Ascorbinsiiure an. Verschiedene Mengen Hg-Acetat 
zeigen keinen wesentlichen Einflu8 auf das Resultat. Das Hg-Acetat fill; 
also nicht nur Cystein allein, sondern auch noch einen gewissen Teil de; 
Ascorbinsiure. Durch Reduktion mit H,S wird ein héherer Reduktionswert 
erhalten, als der zugesetzten Ascorbinsiure entspricht (mit und ohne Tri. 
chloressigsiure-zusatz). Trichloressigsiiure-zusatz mit nachfolgender H,/S. 
Reduktion bedingt einen nur unwesentlichen Verlust an reduzierender 
Substanz. 


Ascorbinsiiure + Cystein 1: 4: 





Ab- | In °/, des villig 
lese- | red., sonst nicht 
wert behand. Gemise shes 








Gemisch + Trichl. + 2,0 cem Hg-Acetat + H,S 1,70 69,4 
Gemisch + Trichl. + 4,0 cem Hg-Acetat + H,S 1,50 61 0 
Gemisch + Trichl. + H, ate, oe ee — — 

ee 2,45 100,0 


Auch hier zeigt sich, daS durch Hg-Acetat in trichloressigsaurer 
Lésung ein nicht unbetrichtlicher Teil reduzierender Substanzen gefallt wird. 
Die Ablesewerte sind bei der Behandlung mit Hg-Acetat und Trichloressig- 
siure zu niedrig, weisen also auf einen Verlust an Ascorbinsiiure hin; bei 
H,S-Behandlung sind sie zu hoch bezogen auf die zugesetzte Ascorbinsiiure- 
menge, d.h., daB auBer der Ascorbinsiure ein nicht niher bestimmbarer 
Anteil des Cysteins durch H,S auch noch reduziert worden ist. 


Ascorbinsiure +- Glutathion 1:1: 





Ab- | In °/, des vdllig 
lese- red., sonst un- 
wert beband. Gemische 








Genitethi: + ‘Triehl. 42 2, 0c ecm Hee. Acetat + H, S. 3,89 73, 3 
Gemisch + Trichl. + 3, 0 cem Hg-Acetat 4 + H, S | 3,62 68,3 
Gemisch + Trichl. + H, a ee se -— 4,77 90,9 
ee | 3,84 72,4 
a 5,30 100,0 
a ee eee ae 4,65 87,7 


Sowohl die Fallung mit Hg-Acetat in trichloressigsaurer Lésung wee 
auch die Behandlung mit Trichloressigsiure allein bewirkt einen ziemlichayy 


Verlust an reduzierenden Substanzen, der zahlenmiBig wohl auf die A: 


corbinsiure bezogen werden muB, da mit der Farbstofftitration, wie schol 
gezeigt, Glutathion — auch Cystein — nicht bestimmt werden kann. Dem 


Zahlenwert bei der H,S-Reduktion ist im Verhiltnis zur zugesetzten Ascot 
binsiure zu groB, weist also auf eine Vermehrung der reduzierenden Sub: 
stanzen hin, wohl Mitbestimmung eines Glutathionanteiles. 
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Uber die Ascorbinsiiure-Bestimmung im Harn. 


Ascorbinsiiure + Glutathion 4:1: 





eS 











Ab- | In °/, des védllig 
lese- | red., sonst un- 
wert behand, Gemisches 
daniel + + Trichl. +2 20 « ccm erry + . HS 6,17 14,1 
' Gemisch + Trichl. + 8, 0 cem Hg Acetat + H,S {| 5,00 60,6 
' Gemisch + Trichl. +HS . a ae 6,78 82.3 
cenit Se %, eee ee a > 2,44 29,6 
- Gemisch + H,S oe Sa ek ae 8,25 100,0 
SS Boek As GS ee Se ee we “es 6,05 13,4 


Die gleichen Schlu8folgerungen gelten fiir diese wie auch fiir die 


folgende Untersuchungsreihe. 


Ascorbinsiiure + Glutathion 1: 4: 











Ab- | In °, des véllig 
lese- | red., sonst un- 
wert | behand. Gemisches 

| Gemisch + Trichl. + 2,0 cem Hg-Acetat + H,S 1,32 66,0 

_ Gemisch + Trichl. + 4 0 ecm — Acetat + H, S 0,95 47,5 

| Gemisch + Trichl. + H _ in Sst ae 1,54 77,0 

' Gemisch + Trichl. ; 0,69 34,0 

_ Gemisch + H,S 2,00 100,0 

' Gemisch . 1,55 77,5 

Zusammenfassung. In reinen Ascorbinsiurelésungen be- 


wirkt die Behandlung mit Trichloressigsiure mit nachfolgender 


Reduktion mit H,S einen nur unwesentlichen Verlust des Reduk- 


| tionswertes, die Trichloressigsiure allein zerstért die Ascorbinsiure 


weitgehend. Mit steigenden Mengen Hg-Acetat in trichloressig- 


'saurer Lésung werden steigende Mengen Ascorbinsaiure ausgefallt 


und der Bestimmung entzogen. 
In Ascorbinsiure—Cystein-Gemischen tritt durch die Behand- 
lung nach van Keckelen ein ziemlicher Verlust an Reduktions- 


| kraft auf, auf den die Menge des angewandten fiallenden Hg-Acetates 
_keinen wesentlichen EinfluB hat. 


Trichloressigsiurezusatz mit 


_nachfolgender H,S-Reduktion hat einen praktisch belanglosen 
Verlust zur Folge. 


In Ascorbinsiiure—Glutathion-Gemischen tritt ebenfalls eine 


'Abnahme der Reduktionskraft auf, die in einem deutlichen Ver- 
| haltnis zur Menge des angewandten fillenden Hg-Acetates steht, 


auBerdem ist der Verlust bei Uberwiegen des Glutathions gréBer 
bei Uberwiegen der Ascorbinsiure, wodurch auf eine vor- 
wiegende Glutathion-Fiallung durch Hg-Acetat geschlossen werden 














70 W. Tschopp, 
kann. ‘Trichloressigsiiure bewirkt hier im Gegensatz zur reiney 
Ascorbinsiurelésung und zu den Ascorbinsiure—Cystein-Gemischey 
einen betriichtlichen Verlust an Reduktionskraft, selbst bei nach. 
folgender H,S-Reduktion, noch mehr ohne diese, was ebenfall; 
auf eine Zerstérung vorwiegend des Glutathions schlieBen lift, 

Bei Betrachtung der Zahlenwerte zeigt sich, daB die Reduk. 
tionswerte bezogen auf die Ascorbinsiure bei Behandlung der 
Gemische mit Hg-Acetat + Trichloressigsiure und mit Trichlor. 
essigsiure allein im Verhiltnis zur zugesetzten Ascorbinsiiure. 
menge zu klein sind, daf also ein Ascorbinsiiure-verlust ein. 
getreten ist. Die durch Reduktion der Gemische mit H,S er. 
haltenen Ablesewerte sind gréBer als der zugesetzten Menge 
Ascorbinsiure entspricht, was auBer der vélligen Reduktion der 
Ascorbinsiure auch fiir ein Miterfassen von Cystein und Gluta. 
thion spricht, deren mengenmifSiger Anteil jedoch nicht bestimmt 
werden kann. 

Die Methode nach van EKeckelen liefert also in reinen 
Lésungen schon recht uniibersichtliche Resultate. 


D. Colorimetrische Methode nach Fujita und Mitarb.*!, 


Diese technisch einfache Methode beruht auf einer colorimetrischen 
Bestimmung einer 2°/, igen metaphosphorsauren mit Wolframatschwefelsiiure 
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Untersuchung iiber das Altern der Lésung bei der colorimetrischen Bestimmung 
nach Fujita. 
Abszisse: Zeit Ordinate: Schichtdicke. 
Die alternden Lésungen werden auf die Schichtdicke 5, 10 und 15mm eingestellt und nach 
den angegebenen Zeiten jeweils mit einer frisch bereiteten Lésung verglichen. 
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behandelten Lisung mit einer gleich behandelten Vergleichslésung mit be- 


kanntem Ascorbinsiure-gehalt. 
Bei diesen Untersuchungen fiel auf, da8 die Lésungen rasch abblaBten. 


Es wurde zur genauen Feststellung eine Liésung auf eine bestimmte Schicht- 
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Uber die Ascorbinsiure-Bestimmung im Harn. 71 


dicke im Dubosqschen Colorimeter eingestellt und zu den angegebenen 
Zeitpunkten mit einer jeweils frisch bereiteten Vergleichslésung kontrolliert. 
Das Abblassen der alternden Lésung wird am besten aus einer Kurven- 
darstellung (Fig. 5) ersichtlich. 


Zusammenfassung. Die colorimetrische Methode nach 
Fujita und Mitarbeiter liefert bereits im Modellversuch mit 
reiner Ascorbinsiure keine einwandfreien Resultate, so daB sie 
abgelehnt werden dart. 


II. Untersuchungen mit Urin. 


Zuerst wurde durch Untersuchungen im Komparator mit einer HCl- 

Glykokollpufferlésung von py 2,7 der notwendige Siurezusatz ermittelt. Fiir 
scem Urin, mit 20 cem destilliertem Wasser verdiinnt, war rund 1 ecm 
Eisessig notwendig, um den bei der Farbstofftitration notwendigen Siuerungs- 
grad zu erreichen. 
Um die stérende Eigenfarbe des Urins méglichst auszuschalten, wurde 
er in verschiedenen Verhiltnissen mit destilliertem Wasser verdiinnt. Gleiche 
Resultate wie mit dem unverdiinnten Urin wurden bei einer Verdiinnung 1:5 
erhalten, wihrend bei einer Verdiinnung 1:10 die Titrationswerte zum Teil 
gleich, zum Teil etwas héher lagen. 

Klirung des Urines mit Tierkohle und Bleiacetat ergab eine fast 
villige Niederschlagung der Ascorbinsiiure. 

Sowohl die Farbstoff- wie auch die Jodtitration wurde mit Vorlage des 
Urines und ZuflieBenlassen der Farbstoff- und der Jodlésung vorgenommen. 

In der Literatur werden Sdurezusiitze zur Verhinderung der Oxyda- 
tion der Ascorbinsiure im Urin empfohlen (Schwefelsiiure nach y. Dri- 
galski), HCl nach Gabbe*), Sulfosalicylsiure nach Ammon _ und 
Hinsberg*™), Trichloressigsiure nach Birch, Harris und Ray®), Essig- 
siure nach van Eeckelen”), Jezler und Niederberger’). Wie in 
den reinen Ascorbinsiure-lésungen wurde auch im Urin der EinfluB einiger 
Siurezusitze auf den Reduktionswert untersucht. 








Prosstuale nina dea 
Ausgangswertes 

anal ae g3h | 4ih 
Kein Zusatz, Zimmertemp. . 5 | 30 / 50 | 50 
Mom Buegie, Hie 1 ss. eee o | 0 ; 2 |. 5S 
Toluol, Zimmertemp. . . sick 10 | 35 55 06| O55 

_~ H,SO, 20:100, Zimmertemp. 4 | 4 16 | 

°|, Trichloressigsiiure 20 :100, | | 
’ fone, . or 7 40 | 46 | 4 
Kisessig 8:100, Zimmertemp. - eas 8 | 30 | 52 | 67% 


Die Abnahme der Reduktionswerte im Urin bewegt sich innerhalb der 
ersten 2 Stunden ungefihr in der gleichen GréSenordnung wie in den 
reinen Ascorbinsiurelésungen, ist zum Teil noch etwas gréBer. Bei Zusatz 
von H,SO, macht sich bald ein rétlicher Farbton bemerkbar, der die Titra- 
tion erschwert. 














| 
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Am ehesten ist auch im Urin ein Zusatz von Hisessig 2 
empfehlen bei gleichzeitiger Aufbewahrung im Eiskasten. Vor 
allem muB die sofortige Titration des frisch gelassenen Urine; 
angestrebt werden. 


AuBer einer Abnahme des Reduktionswertes beim Stehenlassen des 
Urines konnten wir auch bisweilen eine Zunahme feststellen, auf welche 
Tatsache schon Baumann*®) und Jezler und Niederberger" hin. 
gewiesen haben. Der Anstieg des Reduktionswertes ist wohl auf bakterielle 
Veriinderungen zuriickzufiihren, z. B. 


Farbstofftitr. Jodattitrat. 
Tee Ge cs ss ws 3,44 mg-°/, Ase. 6,85 mg-°/, Asc. 
nach 6 Stunden im Eiskasten, 
ey 5,39 mg-°/, Ase. 9,05 mg-°/, Asc. 


Ubereinstimmend mit den Literaturangaben [Ammon und Hins- 
berg™), Widenbauer”™), Wieters*’) u. A.] fanden wir mit der jodo- 
metrischen Bestimmung (Jod- und Jodatmethode) jedesmal héhere Reduk- 
tionswerte als bei der 2,6-Dichlorphenol-indophenol-titration, z. B. 


Farbstoff Jodat 

3,08 mg-°/, 5,18 mg-°/, 
3,02 mg-°/, 5,97 mg-°/, 
3,44 mg-"/, 6,85 mg-"/, 
3,52 mg-°/, 7,20 mg-°/, 


Aus diesem Ergebnis muf gefolgert werden, daB mit der 
jodometrischen Bestimmungsmethode auBer der Ascorbinsiure 
noch andere reduzierende Stoffe erfaBt werden, daB sich also die 
auf diese Weise gewonnenern Zahlen nur zu einem gewissen nicht 
niher bestimmbaren Anteil auf die Ascorbinsiure beziehen. Ein 
analoges Verhalten findet sich nach den Literaturangaben [Neu- 
weiler'’) Ammon und Hinsberg”)] bei den Resultaten der 
Farbstoff- und Methylenblautitration, wobei die Methylenblau- 
methode kleinere Werte liefert als die Farbstoffmethode. 


Die in dieser Arbeit angefiihrten Reduktionswerte sind der Einfach- 
heit halber auf mg-°/, Ascorbinsiiure umgerechnet. Richtiger wire woll 
die Angabe in mg-°/, reduzierender Substanz [Wieters*)], wobei die 
Ascorbinsiure einen nicht genau erfaBbaren Anteil des Reduktionswertes 
ausmacht, auBer bei den Belastungsversuchen, wo der Reduktionswert woll 
ausschlieBlich auf Ascorbinsiiure bezogen werden darf. LaBbt man diese 
Uberlegung nicht auBer acht, so scheint die Umrechnung in mg-°/, Ascorvin- 
siiure aus rein praktischen Griinden doch erlaubt. 

Bei den Bestimmungen im Urin ist der Umschlagspunkt bei allen 
3 Titrationsmethoden (Farbstoff, Jod, Jodat) nicht so scharf wie beim 
Arbeiten mit den reinen Lésungen. 

Weiterhin wurde der Reduktionswert nach Einwage bekannter Ascorbin- 
siuremengen untersucht. Wie bei den vorigen Untersuchungen sind die 
Ablesewerte auf mg-°/, Ascorbinsiiure umgerechnet, jedoch nur mit Vor- 
behalt auf diese Substanz zu beziehen. 
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| Einwage 10 mg/100 ecm 
| Einwage 10 mg/100 cem 31" Eis . 
| Einwage 10 mg/100 ccm 48° Eis . 


| Einwage 10 mg/100 cem Urin, 1°, ‘Zimmertemp. 
_ Einwage 10 mg/100 eem Urin, 1° 30’, Zimmertemp. 


| Urin frisch “alee al R 
Einwage 50 mg/100 ccm Urin, volent ; 


| reduzierende Urinbestandteile angenommen werden mub. 
| titration zeigen die Reduktionswerte eine annihernde Ubereinstimmung mit 
| den eingewogenen Mengen. 


~Wachholder wurde auch beim Urin vorgenommen. 
werden 5,0 eem 4°/,ige Sulfosalicylsiure und 1,5 cem 5°/,iger Formaldehyd 


Uber die Ascorbinsiiure-Bestimmung im Harn. 


Farbstofftitration : 


' Urin frisch . 
' Einwage 10 mg/100 ¢ ecm n Urin, sofort 


3,52 mg-°/, Ase. 
15,15 mg-°/, Ase. 
14,68 mg-°/, Asc. 

9,59 mg-°/, Ase. 

7,43 mg- ilo Asc. 


(10,00 + 3,52) 
55 Eis . 


Urin frisch . ; 3,44 mg-° 9 Asc. 
' Einwage 50 mg/100 c ecm « Urin, eebuet 63,3 mg-° es (50,00 + 3,44) 
Jodattitration: 
| Urin frisch ix , 7,20 mg-°/, 
| Einwage 10 mg/100 cem Unie, sofort , 16,70 mg-°/, (10,0 + 7,20) 
Einwage 10 mg/100 cem Urin, 30’, Zimmertemp.. 14,26 mg-°/, 


9,77 mg-°/, 

7,33 mg-°/, 

6,25 mg-°/, 

6,85 mg-°/, 
57,8 mg-°/, (50,0 + 6,85) 
Bei der Farbstofftitration findet sich ein héherer Wert als der Ein- 


wage entspricht, so daf eine Einwirkung der Ascorbinsiiure auf andere 
Bei der Jodat- 


Einwage 10 mg/100 cem Urin, 4° 20’, Zimmertemp. 


Wie im unveriinderten Urin der Reduktionswert beim Stehenlassen 


| rasch abnimmt, so sinkt der Reduktionswert auch nach Ascorbinsiurezugabe 
F rasch, 
 libt [Wieters %*)). 


was auf eine Zerstérung der zugesetzten Ascorbinsiiure schlieBen 


Untersuchungen nach Wachholder. Der Formaldehydzusatz nach 
Zu 20,0 eem Urin 


vor der Titration Stirke als Indicator zugefiigt und 6,25 cem 
Titration mit n/1000- 


zugesetzt, 
5°hige KJ-Lésung pro vorgelegtem Kubikzentimeter. 


| KJO, zur Blaufirbung. Umschlagspunkt unscharf im Vergleich mit den 
-teinen Lésungen. 
bei sonst gleichem Ansatz. 


Gleichzeitig Kontrolltitration ohne Formaldehydzusatz 


Die Ablesewerte sind in mg-°/, Ascorbinsiiure umgerechnet, aber mit 
Vorbehalt, besonders bei dieser jodometrischen Bestimmung, auf diesen Stoff 


'2u beziehen. 


Kontrolle ‘ 1,32 mg-°/, Asc. 
30’ nach Formaldehy ducsets . xis 0, 70 mg- op Ase. 
Pee ke eee ka ew ee ee Ce 
1° 30’ peewee ee thease «> Sa 
ee ee ee ee eee 


Untersuchungen mit we bekannter ee 
Kontrolle . 7,20 mg-°/, Ase. 
Einwage von 10 mg/100 ecm Urin, sofort 16,70 mg- 0. Ase. 
30’ nach Formaldehydzusatz . . . . 14,26 mg-°/, Ase. 
le an ee ee lle 

7,33 mg-°/, Ase. 

6,15 mg- 


0; > 
/) Ase. 
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Kontrolle . . 6,85 mg-°/, Ase. 
Einwage von 50 mg/100 e ccm 1 Urin, sofort . 57,8 mg-°/, Ase. 
30’ nach venaueen a+ oo oo « BBG mam, Boe. 
C—O a eS lll UC 
ee gas i + a ae Ae 22,6 mg-°/, Ase. 
Pe ss kek ee ee | eee 
ee a ys ce AS 16,7 mg-°/, Asc. 


Ks zeigt sich also bei allen nen Sesnuilein eine rasche 
und betrichtliche Abnahme des Reduktionsvermégens, die nich 
in einem linearen Verhiltnis zur Zeit steht (vgl. Fig. 6), als 
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Urin mit Ascorbinsaurezusatz Urin ohne Ascarbinsdurezusatz 


























Fig. 6. Abnahme des Reduktionswertes durch Formaldehydzusatz zu Urin mit und ohne 
Ascorbinséurezusatz. 
Abszisse: Zeit Ordinate: mg-°/, Asc. 


nicht nur auf die Ascorbinsiure bezogen werden kann, sonderi 
auch auf andere reduzierende Urinbestandteile. Bei diesen Unter: 
suchungen ist die Endpunktsbestimmung unscharf. 

Zusammenfassung. Kine genaue Erfassung der Ascorbin- 
siure im Urin ist mit der Formaldehydmethode nach Wach- 
holder nicht méglich. 


Untersuchungen nach van Eeckelen. Die Untersuchungen wurde: & 
genau nach der Vorschrift van Eeckelens*) vorgenommen. Urinverdiin- & 
nung 1:6, zu 20 ccm dieser Verdiinnung 10 cem 20°/,iges Hg-Acetat, 1 ccm 
20°/,ige Trichloressigsiure, iibriger Arbeitsgang wie bereits beschrieben. 


Urin frisch . . - «se oe + 8/08 mg-*/, Asc. 
Urin frisch, behandelt nach y.Eeckelen ....... 4,14 mg-°/, Asc. 
Urin frisch ... tev eas sds. SPR ae 
Urinverdiinnung + Hg- -Acetat + H,S de .e ew» s Se eo 
Urinverdiinnung + Hg-Acetat + Trichl. + H, S .... . 1,68 mg-°/, Ase. 
Urinverdiinnung + Trichl. +H,S ........ 2... 8,62 mg-°/, Ase 
Urin frisch . . ee 
Urinverdiinnung ‘ He- Acetat + H, S ee 
Urinverdiinnung + Hg-Acetat os Trichl. +: Hy . . .. . 2,01 mg-%, Ase. 
Urinverdiinnung + Trichl. + H,S ........... 5,18 mg-°/, Ase 


Urinverdiinnung + Trichl.. .........2..2.+. +. 2,42 mg-%, Ase. 








Ase. 
Ase. 
Ase. 
Ase. 
Ase. 
Ase. 
Ase. 


1e rasche 
die nich; 
6), also 


it und ohne 


sondern 
n Unter: 


\scorbin- 
~— Wach- 


en wurden 
‘inverdiin- 
tat, 1 ccm 
irieben. 

ig-9/, Ase. 
1g-°/, Ase. 
ig-°/, Ase. 
1-9/4 Ase. 
ig-°/, Ast. 





_kannten und unbekannten Harnbestandteilen. 
' werden allerlei Substanzen zur Reaktion gebracht, die vorher nicht mit dem 
| Farbstoff reagiert haben. 


F von van EKeckelen fir den Urin ablehnen zu diirfen. 
‘die Behandlung mit Hg-Acetat und Trichloressigsiure werden 
einerseits nicht erfaBbare Mengen reduzierender Stoffe der Be- 
| stimmung entzogen, andererseits werden durch die H,S-Reduktion 
| Stoffe reduziert und dann bei der Titration miterfaBt, wobei weder 
beim einen noch beim andern ProzeB der Anteil der Ascorbin- 


siure bestimmt werden kann. 
ig-°/9 Ase. & 


auf Vollstiindigkeit erheben, was auch nicht dem Zweck dieser 
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Durch Behandlung des Urines mit Hg-Acetat, Trichloressigsiiure und 
' ],S werden die Reduktionswerte meist etwas gréBer, bisweilen auch etwas 
| kleiner als dem Untersuchungsergebnis des frischen Urines entspricht. Bei 
' Behandlung mit Hg-Acetat + H,S und besonders mit Trichloressigsiiure + 
'H,S werden noch héhere Reduktionswerte erhalten, was besagt, daB durch 
' Trichloressigsiure und besonders durch Hg-Acetat ein gewisser nicht niher 
| bestimmbarer Teil der Ascorbinsiiure mitgefillt wird auBer den andern be- 


Durch die H,S-Behandlung 


Auf die uniibersehbaren Verinderungen im Urin, die durch 


' diese Methode geschaffen werden, hat Wieters**) aufmerksam ge- 
» macht. 
| reduzierenden Harnbestandteile durch Hg-Acetat gefillt werden 
| baw. durch Trichloressigsiure zerstért werden, andererseits werden 
| durch die H,S-Behandlung vorher nicht reagierende Stoffe redu- 
' ziert und so zur Reaktion mit dem Redoxindicator gebracht. Auf 

diese Weise kann die Ascorbinsiure ausgefillt, durch die Reduk- 
'tion anderer Harnbestandteile jedoch ihr Vorhandensein vor- 
| getiiuscht werden. 


Einerseits kann nicht genau bestimmt werden, welche 


Die van Eeckelensche Methode wurde auch noch mit einer ein- 


| gewogenen Menge von 10 mg Ascorbinsiiure auf 100 ccm Urin nachgepriift. 


RE 6. oe em Be 
Asc.-Zusatz + Hg-Acetat+ H,S...... 
Asc.-Zusatz + Hg-Acetat + Trichl. + H,S . 
Ase.-Zusatz + Trichl. + H,S 16,55 mg-°/, Ase. 
Ase.-Zusatz + HS... . 2... 1s. 16,70 mg-°/, Ase. 


Durch Zusatz von Hg-Acetat ist die zugesetzte Ascorbinsiure fast 


3,52 mg-°/, Ase. 
2,82 mg-°/, Ase. 
2,82 mg-°/, Asc. 


| ganz ausgefillt worden, wihrend Trichloressigsiure allein mit nachfolgender 
_ H,S-Reduktion nur einen geringen Verlust ergeben hat. Die Reduktion mit 
HS hat einen erheblichen Anstieg des Reduktionswertes zur Folge, was 
auf Reduktion nicht niher erfaBbarer Urinbestandteile schlieBen 1aBt. 


Zusammenfassend glauben wir uns berechtigt, die Methode 
Durch 


AuBerdem ist die Methode technisch reichlich kompliziert und 


'§ (ir klinische Untersuchungszwecke nicht geeignet. 


Vorliegende Untersuchungen kénnen keineswegs den Anspruch 
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Arbeit entspricht. Es war vielmehr beabsichtigt, an Modell. 
versuchen festzustellen, welche Methode sich am besten fiir dep 
klinischen Betrieb eignet, und ob komplizierte Modifikationen das 
Resultat erheblich verbessern. Zusammenfassend kommen wir zy 
folgenden fiir die Praxis wichtigen SchluB8folgerungen: 

Der Urin muB méglichst frisch untersucht werden, um einen 
Riickgang der Reduktionswerte durch Oxydation oder einen even- 
tuellen Anstieg durch bakterielle Verinderungen zu vermeiden. 

Aufbewahren auf Eis mit Zusatz von EKisessig 8—10: 100 
und Titration innerhalb 2 Stunden ist noch zulissig. 

Der Urin kann, um die stérende Eigenfarbe etwas aus- 
zuschalten, mit destilliertem Wasser 1:5 bis 1:10 verdiinnt werden. 

Keine der bisher bekannten chemischen Methoden ist spezi- 
fisch fiir Ascorbinsiure. 

Die jodometrischen Methoden ergeben hoéhere Reduktions- 
werte als die Bestimmungen mit 2,6-Dichlorphenol-indophenol, 
erfassen also auBer der Ascorbinsaiure noch andere reduzierende 
Urinbestandteile (Glutathion, Cystein, Harnfarbstoff u. a.). 

Nach den Literaturangaben darf nur der Anstieg der Reduk- 
tionswerte des Urines nach reichlicher peroraler oder parenteraler 
Zufuhr von Vitamin C auf Ausscheidung von Ascorbinsiure be- 
zogen werden. 

Um diesen Anstieg der Reduktionswerte festzustellen, geniigt 
die Urintitration mit 2,6-Dichlorphenol-indophenol bei p,, 2,/, 
auch in der vereinfachten Form nach Jezler und Nieder- 
berger?), Bei Belastungsversuchen diirfen die Reduktionswerte 
wohl auf Ascorbinsiure umgerechnet werden, wihrend die Un- 
rechnung ohne Belastung mit Vitamin C nicht zulissig scheint, 
da das Vorkommen von Ascorbinsiure im Urin bei gewoéhnlicher 
Kost nicht erwiesen ist, wohl aber bei den Belastungsversuchen 
[W ieters %9)]. 

Die Methoden nach Wachholder mit Formaldehydzusatz und 
nach van Keckelen mit Hg-Acetat-Fillung und nachheriger Reduk- 
tion mit H,S geben in Modellversuchen mit reinen Liésungen je 
nach den Versuchsbedingungen zum Teil genaue Resultate, schafien 
aber im Urin ganz uniibersichtliche Verhaltnisse und scheiden fiir 
den klinischen praktischen Gebrauch aus. 


Ich habe die vorliegende Arbeit auf Anregung von Herrn 
Prof. Dr. 8S. Edlbacher begonnen und danke diesem fiir seine 
Férderung und Unterstiitzung. 
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Uber Wirkungsbedingungen und Spezifitat der Ricinuslipase, 
Von 


Ludwig Reichel und Werner Reinmuth. 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Technischen Hochschule Karlsruhe.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. August 1936.) 


Die Ricinuslipase ist schon mehrmals Gegenstand von Spezial- 
untersuchungen gewesen. Eingehender wurde dieses Ferment 
besonders von R. Willstitter und E. Waldschmidt-Leitz} 
studiert. Wir haben die Bearbeitung der Ricinuslipase im Zu- 
sammenhang mit einer Arbeit iiber den Fettstoffwechsel, welche 
in einer spateren Folge veréffentlicht wird, erneut aufgenommen, 
um weitere Wirkungsbedingungen und die Spezifitit festzulegen. 
Unsere Untersuchungen haben wir nicht mit Fermentsahne, sondern 
mit einem Trockenpraparat der Firma Witte-Rostock durch- 
gefiihrt. 

Bestimmung der Wirksamkeit der Ricinuslipase. 

Substrat. Triolein reinst (Merck-Darmstadt). Mit Ligroin wurden 
Stammlésungen hergestellt. Ligroin stérte die fermentative Wirksamkeit 
in keiner Weise (vgl. 2., S. 79). 

Aktivititsbestimmungen der Trockenpriparate. Je 50mg 
Ferment wurden mit 4 ccm Citratpuffer py = 4,9 und 25 mg Triolein in 
einem mit Gummistopfen verschlossenen 250 ccm fassenden Kdélbchen bei 
20° 6 Stunden geschiittelt. Zur Unterbrechung der Fermentwirkung wurden 
10 ccm 96°/,iger Alkohol zugefiigt und die Fettsiure nach Zugabe von 
10 cem Ather mit n/10-Kalilauge titriert (Indicator Phenolphthalein). Da 
das Ferment sowie der angewandte Puffer Lauge verbrauchen, muB dieser 
Verbrauch durch einen Testversuch ermittelt und von den Analysen- 
resultaten in Abzug gebracht werden. Fehlergrenze der Bestimmungen bei 
Trioleinmengen bis zu 20 mg -+- 5 °/). 


Wirkungswerte verschiedener Trockenpraparate. 


1, Ohne Ligroin. 50mg Ferment + 4 ccm Citratpuffer py = 4,9 
+ 25 mg Triolein. Versuchsdauer 6 Stunden bei 20° in Luft. 





ecm n/10-KOH. .... 0,825 0,800 0,825 
°/, Spaltung . : 97,5 94,6 97,5 


') Diese Z. 134, 161 (1924). Hier weitere Literaturangaben. 
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werden stets insgesamt 5 cem Ligroin zugesetzt. 


Uber Wirkungsbedingungen und Spezifitit der Ricinuslipase. 


2. Mit 2,5cem Ligroin. Ansatz wie bei 1. 





em n/10-KOH. . 0,825 0,825 0,800 0,825 
\ Spaltung . 97,5 97,5 94,6 9 


{ 


Wirkungsbedingungen der Ricinuslipase. 
1. pg-Abhingigkeit der Ricinuslipase. 50mg Ferment + 30mg 
Triolein in 8 cem Ligroin + 2 cem Ligroin'). Versuchsdauer 6 Stunden 
bei 20° in Luft. 





Pu | 2,3 | 3,9 | 4,9 | 5,6 | 6,3 








ceem n/10-KOH. . 0,125 
» Spaltung . 1 


0,525 
51,6 


0,600 
59,0 


0,975 
96,0 


0,000 
0 














Aus den Werten geht hervor, daB das p,,-Optimum fiir die 


lipatische Spaltung des Trioleins zwischen p,, = 4,7—5,0 liegt. 


2. Zeitlicher Verlauf der lipatischen Spaltung bei ver- 


ischiedenen Substratkonzentrationen. 50mg Ferment + 4 ccm Citrat- 


puffer py = 4,9 + a) 50mg Triolein in 5 cem Ligroin; b) 30 mg Triolein 
in 3cem Ligroin + 2cem Ligroin; c) 25mg Triolein in 2,5 cem Ligroin + 
25 cem Ligroin; d) 20mg Triolein in 2 cem Ligroin + 3 cem Ligroin. 


I. 1/, Stunde; II. 1 Stunde; III. 2 Stunden; IV. 4 Stunden; V. 6 Stunden; 


VI. 9 Stunden bei 20° in Luft. 











a—d a—d 
I II 
cem n/10-KOH °/, Spaltung eem n/10-KOH °/, Spaltung 
0,350 20,6 0,650 38,4 
0,250 24,6 0,425 41,8 
0,275 32,5 0,450 53,1 
0,125 18450 0,275 | 40,6 
Ill IV 
1,075 63,0 1,500 88,5 
0,650 | 63,9 0,900 | 88,5 
0,650 76,8 0,800 94.6 
0,450 66.4 0,625 92,2 
V VI 
1,575 93,2 1,625 | 96,1 
1,000 98,4 1,000 98,4 
0,825 97,5 0,825 97,5 
0,625 92,2 0,650 96,0 


1) Um vergleichbare Molarititen in allen Versuchsansitzen zu haben, 
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Aus der Tabelle ergibt sich, dab das Optimum der Anfangs. 
geschwindigkeit der lipatischen Spaltung bei einer Trioleinkonzen. 
tration von m/319 liegt. 


3. Abhingigkeit der lipatischen Spaltung von der Ferment. 
menge. 25mg Triolein in 2,5 cem Ligroin + 2,5 cem Ligroin + 4 com 
Citratpuffer py = 4,9. Versuchsdauer 6 Stunden bei 20° in Luft. 











PES Tom n/10-KOH /, Spaltung 
in m 
200 0,825 97,3 
100 0,825 97,3 
50 0,825 97,3 
80 0,825 97,3 
20 0,650 76,6 
10 0,375 44,2 








Der Umsatz ist in weiten Grenzen von der Fermentmenge 
unabhingig. 

4. Destruktionstemperatur der Ricinuslipase. Je 50mg Fer- 
ment + 4 cem Citratpuffer p, = 4,9 '/, Stunde auf 20°, 31°, 37°, 44°, 50° 
erhitzt und dann das Substrat zugesetzt. 30mg Triolein in 3 cem Ligroin 
+ 2ccm Ligroin. Versuchsdauer 6 Stunden bei 20° in Luft. 
































Temperatur 20° 31° | 37° 44° 50° 
ecm n/10-KOH. . 0,950 0,875 0,725 0,375 0,0 
°/, Spaltung .. . 93,4 86,1 71,4 36,9 0 


Die Destruktionstemperatur der Ricinuslipase ist ungefilbr 
42,3° (p, = 4,9). 
Spezifitat der Ricinuslipase. 


Versuche haben ergeben, da8B Phenylester (z. B. Salicyl- 
siurephenylester), Depside (z. B. p-Oxybenzoyl-p-oxybenzoesiiure) 
und Cholesterinester (z. B. Cholesterinbenzoesiureester, Chole- 
sterinélsiureester, Cholesterinstearinsiureester) durch Ricinus- 
lipase nicht gespalten werden. Daraus geht die spezi- 
fische Kinstellung der Ricinuslipase zu bestimmten 
Substraten eindeutig hervor. 
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Trennung der Blutkatalase vom ,,leicht abspaltbaren“ Eisen”). 


11. Mitteilung in der Reihe der Eisenstudien™). 


Von 


Georg Barkan und Otto Schales. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Tartu [Dorpat], Estland.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. September 1936.) 


Bekanntlich reagiert der gréBere Teil des ,leicht abspalt- 


haven Bluteisens — die Fraktion EK, die meist etwa ?/, der Ge- 
samtmenge ausmacht — derart mit Kohlenoxyd, dab das ent- 


stehende Produkt unter dem LEinfluB verdiinnter Siure kein 
ionisiertes Eisen mehr abgibt’). Aus der ‘T'atsache, daB eine 
Kohlenoxydbehandlung, die auf die Kisenabspaltung derart hemmend 
wirkt, die Aktivitit der Blutkatalase nicht verindert, ergab sich 
im Zusammenhang mit Beobachtungen Califanos’) bereits friiher 
der Schlu8, daB die Fraktion E nicht mit der Blutkatalase iden- 
tisch sein kann’), 

Gegen die Identitit der Fraktion KE’, die auch nach Kohlen- 
oxyd-Kinwirkung noch leicht durch verdiinnte Siuren gespalten 
wird, mit der Katalase, sprach die allgemein behauptete Blau- 


| siureempfindlichkeit des Enzyms‘). Denn in friiheren Versuchen 


hatte sich gezeigt, daB — gemessen an der Eisenabspaltung mittels 
verdiinnter Siure — weder E noch E’ nachweisbar mit Blau- 
siure reagiert. Die angegebene Folgerung hat insofern nur be- 
dingte Beweiskraft, als sie die Méglichkeit unberiicksichtigt liBt, 
dah die etwa entstehende Blausiureverbindung der Katalase trotz 
gehemmter katalatischer Aktivitaét unvermindert durch Siure spalt- 
har sein kénnte. 

Zudem zeigte sich, dab die friher') hinsichtlich der Eisen- 
abspaltung unwirksam gefundenen Blausiurekonzentrationen — 


*) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Ella Sachs Plotz Foundation, 
der der eine von uns fiir ein Stipendium zu danken hat. Der Deutschen 
Porschungsgemeinschaft sei fiir die leihweise Uberlassung yon Appa- 
raten gedankt. 

**) 10. Mitt. Diese Z. 239, 97 (1936). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIV. 
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bis zu 1 Mol HCN auf 1 Mol Hb (also bis zu etwa 20 Mol ay 


1 Mol E + E’) — auch gegeniiber der Aktivitit der ungereinigte, 
Blutkatalase véllig unwirksam sind. Wie aus der Tab. 1 hervor. 
geht, hemmen erst sehr viel héhere Blausiurekonzentrationen dic 
Wirksamkeit des Fermentes. Und zur vélligen Hemmung ist ei) 
iiberraschend groBer Uberschu8 des ,,Fermentgiftes“ nétig, un. 
abhiingig davon, daB bereits Mischungen im Verhialtnis von 1 Mol 
HCN aut 1 Atom Katalase-Kisen das Spektrum der Cyanverbindung 
ergaben *). 
Tabelle 1. 
Beeinflussung der Katalasewirksamkeit durch Blausidure. 
Blutlésung 1: 1000 (Prot.-Nr. 27, 196). 





Mol HEN pro Mol Hb Katalasehemmung in °/, 


1 QO—4 
20 etwa 20—30 
100 etwa 50—70 
1000 100 





(Bezogen auf die Katalasekonzentration im Blut ist der Uberschu an 
Blausiiure natiirlich noch wesentlich héher!) 


Wieweit der zur Hemmung erforderliche ungewéhnlich grofe 
UberschuB seine Erklirung in der starken Dissoziationsfahigkeit 
der Blausiureverbindung*) finden kann, bleibe hier unerdrtert. 
Tatsache ist jedenfalls, daB man fiir die Katalase im strémenden 
Blut wohl kaum von einer sehr hohen Blausiure-Empfindlichkeit 
wird sprechen kénnen. Dieser Umstand mag es erkliren, dab man 
in Fallen von experimenteller blausiurevergiftung eine wesentliche 
Verminderung der katalatischen Wirksamkeit in vivo vermibt hat? 

In diesem Zusammenhange wichtiger ist aber die weiter vou 
uns gefundene Tatsache, daf bei derart hohen Blausiureiiber- 


schiissen, die zu merklicher bzw. vollstiindiger Katalase-Inaktivierun; & 


erforderlich sind, auch ein Teil des ,eicht abspaltbaren“ Eisens 


mit blausiure reagiert und seine Saurespaltbarkeit verliert. Wi 


sind noch mit der Klirung dieser Befunde beschaftigt, die jeden- 
falls zeigen, daB das Verhalten gegeniiber Blausiiure zum Beweise 
fiir oder gegen die Identitait von E’ und Blutkatalase ungeeignet ist. 

Am einfachsten wire natiirlich der Nachweis der Nichtidentitiit 


des Enzyms mit dem ,,leicht abspaltbaren“ Eisen zu fihren, wenn 


es gelinge, beide Substanzen priparativ zu trennen. Zu der- 
artigen Versuchen stellten wir zunichst ein Katalasepriparat aus 


Pferdeleber dar. Die anfallende Rohfermentlésung, die vom Himo-§ 
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: globin durch Behandlung mit Alkohol und Chloroform befreit 


wurde, enthielt 0,6-10~7 Mol ,Jleicht abspaltbares“ Kisen/ccm, 


| dessen Abspaltung durch Kohlenoxyd nicht hemmbar war. Be- 
'handelt man die Rohfermentlésung mit Tricalciumphosphat-Sus- 


pension, dann wird sowohl die Katalase als auch das Eisen ad- 


sorbiert. Beide Substanzen werden durch Behandeln mit einer 
Lisung von sekundérem Natriumphosphat wieder gemeinsam eluiert. 
' Durch diese Art der Katalase-Reinigung mittels ,,elektiver“ Adsorp- 


tion an Tricalciumphosphat ist also keine Trennung zu erreichen. 


Um Einwiinden betreffend der Verschiedenheit zwischen dem 
Jeicht abspaltbaren“ Eisen der Leber und des Blutes zu be- 
segnen, gingen wir nun dazu iiber, Katalasepriparate aus Blut zu 
cewinnen. Hierbei zeigte sich, daB auch das ,,leicht abspaltbare“ 


Bluteisen leicht von Tricalciumphosphat adsorbiert wird. 

Das benutzte Verfahren der Blutkatalase-Gewinnung von 
Tsuchihashi®) enttiiuschte uns insofern, als es uns, entgegen den 
Angaben des Autors, nicht gelang, das Hiimoglobin aus den An- 


| satzlésungen zusammen mit Kiweib durch Schiitteln in Chloroform— 
Wasser-Emulsion quantitativ zum Ausflocken zu bringen. 
' langere Schiitteldauer, als Tsuchihashi fiir notwendig erklart, 
| fihrte niemals zu dem von ihm angegebenen Erfolg. 
- Himoglobin-Ausflockung wird auch der gréfte Teil des leicht 
| abspaltbaren“ Hisens ausgefillt. 


Auch 


Bei der 


Tabelle 2. 


Verhalten von Blutlésungen bei der Darstellung von Katalase 
nach Tsuchihashi. 


' Hb in g/100 cem; E+ E’ und E’ in Mol Fe-10~‘/eem; Katalaseaktivitit 
| ausgedriickt in ccm n/10-H,O,, die in 20 Minuten von 0,05 ccm der Blut- 


lésung zersetzt werden*). 
a) Rinderblut 1:10 (Prot.-Nr. 27, 160). 
b) Kaninchenblut 1:10 (Prot.-Nr. 27, 164). 





Vor bzw. 




















: Katalase- 
Versue H {+ EK’ j 
— nach Behandlung ° vali ” aktivitit 
a Ausgangsblutlésung 1,27 0,45 0,15 19,5 
Nach CHCl,-Behandlg.}| 0,11 0,05 0,05 12,7 
b Ausgangsblutlésung 1,20 0,25 0,1 26,3 
Nach CHCI,-Behandlg.| 0,64 0,1 0,075 31,2 


*) Alle Angaben in dieser und den folgenden Tabellen beziehen sich 


| auf die angewandte Blutverdiinnung. 


6* 
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Aus der T'ab. 2a geht hervor, daB durch die Chloroform-Be. 
handlung der Hiamoglobingehalt der Lésung auf 8,7°/, des ur. 
spriinglichen Wertes gesenkt wurde. Die Fraktion EK des ,leich; 
abspaltbaren“ Hisens, dessen Gesamtkonzentration in diesem Blut 
héher ist als gewohnlich, ist véllig niedergeschlagen worden; voy 
Fraktion E’ ist noch ein Drittel in der Lésung verblieben. Dic 
Verschiedenheit von EK und Blutkatalase geht eindeutig aus de 
Tabelle hervor. Dies ist eine Bestatigung des friiher auf anderen 
Wege gefihrten Beweises*). Zu dem gleichen Schlu8 fiihrt auci 
die Betrachtung von Tab. 2b. In dem betreffenden Versuch wurde 
durch die Chloroformbehandlung der Hb-Gehalt nur auf 53° 
des Anfangswertes gesenkt. EK’ ist gegeniiber E auf das 4/, fache 
des urspriinglichen Verhiltnisses angereichert, waihrend, nach weit- 
sehender Beseitigung von HK, die katalatische Aktivitaét der Lésung 
durch das Reinigungsverfahren gesteigert ist. Nach diesen Ver- 
suchen ist die Frage nach der bestehenden oder fehlenden Iden. 
titit von E’ mit der Blutkatalase noch unentschieden. Durch 
Behandlung von Blutlésungen mit Aluminiumoxyd ,,Riedel“ in 
geeignetem Mengenverhiltnis gelang es uns aber schlieBlich, die 


Tabelle 3. 
Trennung von Katalase und,,leicht abspaltbarem“ Eisen (E+E), 


E + E’ in Mol Fe-10~7/eem; Katalaseaktivitit ausgedriickt in eem n/10- 
H,O,, die in 15 Minuten (a) bzw. 20 Minuten (b) von 0,025 cem der Blut- 
lésung zersetzt werden. 


a) Behandlung einer Rinderblutkérperchen-Lésung 1:5 mit Aluminiumoxy¢ 
Riedel“; 10 g Adsorptionsmittel auf 100 cem Lésung (Prot.-Nr. 27, 168. 
b) Wiederholte Behandlung einer Kaninchenblutkérperchen-Lésung 1:5 mit 


Aluminiumoxyd ,,Riedel“; 5 g Adsorptionsmittel auf 100 ccm Liésung. Elution 
mit sekundirem Natriumphosphat (Prot.-Nr. 27, 190). 





Katalase- 




















Versuch Vor bzw. nach Behandlung E + E’ vee ae 
~ aktivitit 
a ~ |‘Ausgangsblutlésung . 0,7 12,1 
Nach Adsorption ...... 0,7 0,2 
b Ausgangsblutlésung . . .. . 0,6 18,7 
Nach der 1. Adsorption .. . 0,6 4,9 
Nach der 2. Adsorption .. . 0,6 0,4 
Eluat aus der 1. Adsorption —. etwa 0,05 *) 1151 





*) Hierbei handelt es sich wohl um einen kleinen Rest Eisen, der trotz 
Waschens des Adsorptionsmittels mit Wasser vor dem Eluieren noch okklu- 
diert war. 
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jut Verwendung fand, benutzten wir stets Blutkérperchen-Lésungen. 
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| Katalase vom gesamten ,,leicht abspaltbaren“ Eisen abzutrennen. 
| Letzteres wird entsprechend einer friiheren Mitteilung’) hierbei 
' nicht adsorbiert, wohl aber die Katalase (Tab. 3). 


Viel beweisender als das Verschwinden der Katalasewirksam- 


'keit bei erhaltenem Bestand an ,leicht abspaltbarem“ Hisen 


Tab. 3a) ist die Tatsache, daB in derartigen Versuchen das Ton- 


| erde-Eluat fast die gesamte fermentative Wirksamkeit zeigt (Tab. 3b). 
| Hieraus ergibt sich eindeutig die Verschiedenheit des gesamten 


Jeicht abspaltbaren“ Bluteisens von der Blutkatalase. 


In diesem Zusammenhang wird erklirlich, wieso die bisher reinsten 
Katalasepriparate, die von v.Euler und Josephson’) erhalten wurden, ihre 


| Reinigung tiber die Adsorption an Aluminiumhydroxyd und nicht an Tri- 
' caleiumphosphat erfuhren. 
_ sorptionsmittel, nimmt Aluminiumoxyd kein ,,leicht abspaltbares“ Eisen zu- 
-sammen mit der Katalase auf. 
_ yon Katalase aus Pferdeleber wurde oben gezeigt, daB dort, infolge der 


Denn im Gegensatz zu dem letztgenannten Ad- 
Gerade am Beispiel unserer Darstellung 


Anwendung von Tricalciumphosphat, Katalase und ,,leicht abspaltbares“ 


' Eisen nicht zu trennen waren. 


Bei fortgesetzter Behandlung einer Blutlésung mit Aluminiumoxyd 
oder bei Anwendung unverhiltnismibig groBer Mengen des Adsorbens wird, 


‘wie frither schon betont’), auch das leicht abspaltbare“ Eisen adsorptiv 
' gebunden. 
'hierbei aber doch die Fraktion E, ihnlich wie bei der Chloroformfillung 


Im Gegensats zu einer friitheren Angabe [‘) S. 244] scheint 


nach Tsuchihashi, bevorzugt aus der Lésung weggenommen zu werden 
Tab. 4). Die Annahme, da8B die beiden Fraktionen E und E’ durch Ton- 


_ erdeadsorption nicht zu trennen sind, ist also zu korrigieren. 


Tabelle 4. 


Veriinderung des Verhiiltnisses E:E’ bei fortgesetzter Behandlung einer 
uinderblutkérperchen-Lésung (Verd. 1:5) mit Aluminiumoxyd Riedel; 
10 g Adsorptionsmittel auf 100 cem Lésung (Prot.- Nr. 27,168). 





E und E’ in Mol Fe - 10~7/cem. 

Vor bzw. nach Behandlung E + E’ E K’ 
_Unbehandelte Blutlésung. . . . 0,7 0,45 0,25 
|Nach der 1. Adsorption. . .. . 0,7 0,45 0,25 
— der 2. Adsorption. 0,3 0,1 0,2 

Nach der 3. Adsorption. 0,15 0,05 0,1 











Frau H. Kurvits-Sehnee danken wir sehr fiir ihre wertvolle Hilfe 


cel der Durehfiihrung der Versuche. 


Versuchsteil. 


1. Allgemeines. Abgesehen von den Versuchen, deren Ergebnisse 
lab. 1 zusammengestellt sind und bei denen defibriniertes Kaninchen- 











86 Georg Barkan und Otto Schales, 


Um sie zu gewinnen, zentrifugierten wir das defibr. Blut, wuschen, nach 
dem das Serum abgetrennt war, den Blutkérperchen-Brei zweimal yj: 
0,85°/, iger NaCl-Lésung und hiimolysierten schlieBlich durch Zugabe yo; 
Wasser. Die Bestimmung des ,,leicht abspaltbaren“ Eisens oe; 
folgte in der frither beschriebenen Weise*). Unter E + EK’ verstehen wi 
die Gesamtmenge an ,,leicht abspaltbarem“ Eisen, KE’ ist das nach Einleite; 
von Kohlenoxyd noch leicht abspaltbare Eisen. Die Himoglobin-Be. 
stimmungen erfolgten, nach Reduktion der Blutlésungen durch Na,S,0, 
nach Heilmeyer') mit dem Pulfrichschen Stufenphotometer (Carl Zeiss. 
Jena). Die Katalase-Aktivitiit wurde in phosphatgepufferter Lisune 
(py = 7) durch Permanganattitration ermittelt. Die Blausiure titriertey 
wir wie iiblich nach Liebig. 

2. Beeinflussung der Katalasewirksamkeit durch Blausaure 
(Prot.- Nr. 27, 196). Eine Blutlésung 1: 1000 fiir die Katalasebestimmungey 
erhielten wir aus Kaninchenblut. Es wurde 1 cem des frisch aus der Ohr. 
vene entnommenen und defibrinierten Blutes mit 40 cem m/15-Phosphat. 
puffer (py = 7) versetzt und mit Wasser auf 1000 cem aufgefiillt. Diese 
Lésung enthielt 0,75 -10~*° Mol Hb/ecm (Mol. Gew. des Hb zu 16000 an. 
genommen). Der Gehalt der benutzten Blausiiure-Lésung wurde titrimetrisch 
zu 2,01°/, HCN bestimmt, betrug also ziemlich genau 0,75 + 107° Mol 
HCN/eem. Die Katalasebestimmungen erfolgten bei 20° C. Ansiitze: 5 cen 
der Blutlésung 1: 1000, 10 cem m/15-Phosphatpuffer (py, = 7), 50 cem Wasser 
(eingerechnet die Menge zugegebener HCN-Lésung) und 10 cem etwa 
0,15 m Wasserstoffperoxyd (entsprechend 33,4 ecm n/10-Kaliumpermanganat. 
Lésung). Somit betrug das Gesamtvolumen aller Ansiitze 75 cem. Die 
Katalasewirkung wurde durch Zugabe von 15 cem 20°/,iger Schwefelsiiure 
unterbrochen und der H,O,-Gehalt mit n/10-KMnO,-Lésung titriert. Die 
Zahlen der Tab. 1 im theoretischen Teil sind Mittelwerte aus verschiedenen 
Versuchen. Im Folgenden ist der Verlauf eines Versuches zusammengestellt. 
Die angegebene Blausiureverdiinnung bezieht sich auf die 2,01 °), ige 
Stammlésung. 





. ’ MolHCN]| Katalase-Aktivitit | Katalase-Hemmung in 
Blausiiure- pro Mol |(zers. cemn 10-H,O,)} nach HCN-Einwirkung 
Menge : “= 
“4 Hb 5 Min. | 15 Min. | von 5 Min. von 15 Min. 
0 0 4,5 9,6 _ 
5 cem 1: 100000 1 4,3 9,4 4,4 2,1 
5eemi1: 10000 10 3,4 8,0 24,5 16,7 
leemi1: 1000 20 3,0 t,¢ 33 19,8 
5 cem 1 1000 100 1,4 4.1 69 57 
5 ecem 1 100 | 1000 0,1 0,3 100 97 











3. Katalase aus Pferdeleber (Prot.-Nr. 27, 150). Es wurden 600¢ 
Leber mit einem Nickelmesser fein geschabt, mit 400 cem Wasser angeriibr' 
und 24 Stunden im Eisschrank belassen. Dann wurde abgesaugt, das Filtra 
mit 200 eem 96°/,igem Alkohol versetzt und zentrifugiert. Die erhaltenet 
450 ecm Zentrifugat wurden wieder mit 150 cem Alkohol versetzt. Nach Zw 
gabe von 200cem Chloroform wurde kurz durchgeschiittelt und erneut zentr' 
fugiert, wodurch 400 cem einer klaren, gelbgriinen Lisung erhalten wurden 
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Trennung der Blutkatalase vom ,,leicht abspaltbaren“ Eisen. S7 


die stark katalatisch wirksam war und 0,6-107~7 
pares“ Eisen enthielt, dessen Abspaltung auch nach Einleiten von Kohlen- 


Mol/cem ,,leicht abspalt- 


oxyd unvermindert erfolgte. Durch kurzes Schiitteln mit 300 cem einer 
3°/ igen Caleiumphosphat-Suspension wurden Katalase und ,,leicht abspalt- 
hares Eisen quantitativ der Lésung entzogen. Durch Eluieren mit 100 cem 
einer 3°/,igen Na,HPO,-Lésung wurde eine katalatisch stark wirksame 
Lisung erhalten, die 0,25-10~7 Mol/cem an ,,leicht abspaltbarem“ Eisen 
enthielt. Um die stérende Wirkung des Phosphats bei der colorimetrischen 
Lisenbestimmung zu beseitigen, wurde eine Testreihe mit gleichem Phosphat- 
gehalt angesetzt. 


4, Darstellung von Blutkatalase nach Tsuchihashi®) (Prot.-Nr. 27, 
160 u. 164). Von Rinderblutkérperchen (Tab. 3a) bzw. Kentnohenblathie- 
perchen (Tab. 3b) wurden Lésungen mit der Verdiinnung 1:10, bezogen 
auf die angewandte Menge defibrinierten Blutes, hergestellt. Zu je 100 cem 
dieser Lésungen wurden in einem Schiitteltrichter von 200 cem Inhalt je- 
weils 20 cem Chloroform gegeben und verschieden lange geschiittelt, im 
Beispiel der Tab. 3a 20 Minuten, im Versuch der Tab. 3b 25 Minuten. Die 
Lisungen wurden dann durch Zentrifugieren vom Niederschlag getrennt. 
Entgegen den Angaben der Literatur reichten in keinem unserer Versuche 
i0 Minuten Schiitteldauer aus, um alles Hb auszufiillen. Selbst nach 25 Mi- 
nuten Schiittelzeit war die iiberstehende Fliissigkeit noch rot. In der un- 
behandelten Liésung und jeweils in der vom Bodensatz abgetrennten Lésung 
, E’ und die katalatische Aktivitit bestimmt. Zur Mes- 
sung der letzteren wurden die Lésungen 1:10 weiter auf 1: 1000 verdiinnt 
und dann je 5 cem fiir die Ansiitze entnommen. Es wurde also die kata- 
latische Wirksamkeit von 0,05 cem Blutkérperchen-Lésung 1:10 ermittelt. 
Ansiitze: 5 cem Blutkérperchen-Lésung 1: 1000, 5 eem H,O, 1°/,ig, 15 eem 
m 15-Phosphatpuffer (py = 7). Die Fermentwirkung wurde nach 20 Minuten 
durch Zugabe von 10 cem 20°/,iger Schwefelsiiure unterbrochen. Das Er- 
gebnis der vergleichenden Hb-, Eisen- und Katalasebestimmungen vor und 
nach der Chloroformbehandlung enthilt Tab. 2. 


5. Trennung der Blutkatalase vom ,,leicht abspaltbaren“ Eisen. 
a) Prot.-Nr. 27, 168. Rinderblutkérperchen-Lésung, hiémolysiert 1:5  be- 
zogen auf das Volumen des Ausgangsblutes. Nach Versetzen mit 10 g 
Aluminiumoxyd »kiedel* pro 100 cem Lésung und 5 Minuten Schiitteln 
wurde zentrifugiert. In der abgetrennten Fliissigkeit und in der Ausgangs- 
blutlésung wurde das Eisen bestimmt und die Katalaseaktivitit von 0,025 cem 
gemessen. H,O,-Zersetzungszeit 15 Minuten. Die gewonnenen Zahlenwerte 
sind Tab. 3a zu entnehmen. Die Katalase war praktisch vollstindig vom 
Eisen abgetrennt und an das Adsorbens gebunden. 

b) Prot.-Nr. 27, 190. Eine Kaninchenblutkérperchen-Lésung, wie oben 
vorbereitet, wurde mit Aluminiumoxyd ,,Riedel“ behandelt; 5 g Adsorbens 
auf 100 eem Lésung. Die auf der Zentrifuge abgetrennte Lésung wurde ein 
zweites Mal im gleichen Mengenverhaltnis mit Aluminiumoxyd behandelt. 


| In der unbehandelten Lésung und in der nach jeder Adsorption abgetrennten 


Fliissigkeit wurde E + E’ sowie die Katalaseaktivitiit bestimmt. Das zur 


ersten Adsorption verwendete Aluminiumoxyd wurde zweimal mit Wasser 


gewaschen, dann die Katalase durch 60 cem 1°/,ige sekundire Natrium- 
phosphatlésung eluiert. Bei der Eisenbestimmung in diesem Eluat wurde 
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mit einer Testreihe gleichen Phosphatgehaltes verglichen. Wie unter , 
dienten jeweils 0,025 cem der Liésung 1:5 zur Bestimmung der Katalase. 
aktivitit. H,O,-Zersetzungsdauer 20 Minuten. Die Ergebnisse der Analysen 
enthalt Tab. 8b. Die Trennung der Katalase vom ,,leicht abspaltbaren‘ 
Risen ist praktisch vollstindig. 


Zusammenfassung. 


1. Durch Behandeln von Blutlésungen mit Aluminiumoxy( 
in geeignetem Mengenverhiiltnis lift sich die Blutkatalase von 
gesamten ,leicht abspaltbaren“ Kisen abtrennen. 

2. Es ist also weder EK, wie bereits friiher gezeigt, noch L’ 
wie nunmehr erwiesen, mit der Katalase identisch. 
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idrdernden Substanzen bestimmt ist. 
| Fuchs allerdings wird Fibrin durch hetero-pathologisches Serum 
.ibgebaut“, also Krebsfibrin durch Normalserum, Normalfibrin 
durch Krebsserum, wihrend Fibrin 


Uber die Proteinase des Fibrins. 
Von 
Adolf Sehmitz. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus der Biologischen Abteilung des Reichsgesundheitsamts Berlin-Dahlem.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. September 1936.) 


Fibrin, von der Blutfliissigkeit befreit, lést sich in Salz- 
ljsungen allmahlich auf. Dieser Vorgang, den man als Fibrinolyse 
hezeichnet, wurde in verschiedener Weise erklirt. So wurde er 
auf die Wirkung von eingeschlossenen Leukocytenfermenten zuriick- 
gefiihrt [Rulot?)j, als Riickwandlung des Fibringels in den Sol- 
zustand gedeutet [Hekma/’)] oder als Fortsetzung der Gerinnung 
betrachtet und der weiteren Fermentwirkung des Thrombins zu- 
seschrieben [Nolf’), Hougardy‘*)]. Nach anderer Auffassung ist 
die Fibrinolyse ein proteolytischer ProzeB, der durch die Wirk- 
samkeit eines mit dem Fibrin ausfallenden, eiweifspaltenden Fer- 
mentes verursacht wird [Barker®), Hedin und Masai®), Méller- 
strém"), Rosenmann‘)|, Hedin und Masai konnten auch 
durch sechwach alkalische Casein-natrium-Lésungen ein solches 
eiweiBspaltendes Ferment dem Fibrin entziechen, wihrend Rosen- 
mann aus dem mit 8°/,iger Kochsalzlésung gewonnenen Fibrin- 


-autolysat mit Alkohol eine autolytisch wirkende Substanz fallte. 


Kine praktische Notwendigkeit, unsere Kenntnisse iiber die 


| Fibrinolyse zu vertiefen, ist dadurch gegeben, da die quantitative 
_ Verfolgung des Fibrin-Abbaues oder -Selbstabbaues im Serum als 


crundlage einer Krebsdiagnostik angewandt wurde. Jedenfalls 


'laBt die CaR. nach Fuchs®) zunichst die Deutung zu, daB es 
} sich hier, je nach den Kigenschaften des untersuchten Fibrins 


der den Kigenschaften des Serums, in dem das Fibrin suspendiert 
ist, um einen fibrinolytischen Vorgang handelt, dessen GréBe 
durch ein charakteristisches Verhiltnis zwischen hemmenden und 
In der Formulierung von 


in ,,homo-pathologischem“ 
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Serum unverindert bleibt. Nach Fuchs ist also die Auflésung 
des Fibrins im Serum nicht ein charakteristisch gesteuerter Selbst. 
abbau, sondern ein Abbau durch das suspendierende hetero-patho. 
logische Serum. 

Die theoretische Klirung der Krebsreaktion nach Fuchs 
die gleichzeitig die Voraussetzung ihrer planmifSigen methodischer 
Verbesserung ist, lieB nach den vorausgehenden Ausfiihrunger 
eine eindeutige Klirung zunichst des unkomplizierten fibrino. 
lytischen Prozesses, d. h. der Fibrinolyse in Salzlésungen als w.- 
bedingt erforderlich erscheinen. 


A. Reaktionsverlauf der Fibrinolyse. 


Der Verlauf der Fibrinolyse wurde nach drei verschiedenen 
Gesichtspunkten untersucht. Wir priiften erstens auf in Lésung 
gegangenes koagulables Eiweif, zweitens maBen wir die Aufspal. 
tung von Peptidbindungen, bzw. die Zunahme an Aminostickstotf, 
drittens bestimmten wir den von nicht koagulablen Spaltstiicken 
stammenden Stickstoffgehalt der Lisung. Diesen Untersuchungen 
voraus ging die Bestimmung des p,,-Optimums der Fibrinolyse, 
iiber das schon von Barker®), Hedin und Massai®), Rosen- 
mann’) Angaben gemacht worden sind, die aber beim damalige: 
Stand der Forschung der Genauigkeit entbehren. Ferner priiften 
wir auch die schon friher festgestellte Hitzeempfindlichkeit der 
Fibrinolyse. 

Das zu unseren Untersuchungen verwandte Fibrin wurde stets in 
folzender Weise dargestellt: 

Klar zentrifugiertes Oxalatplasma wurde mit der an einer Vorprobe 
zu bestimmenden, eben zur Gerinnung ausreichenden Menge Caleiumchlorid. 
lésung versetzt und in einer Flasche mit Glasperlen */, Stunde geschiitteit 
Das koagulierte Fibrin wird so als fein weiBer Faserstoff erhalten. Es 
wird von der Serumfliissigkeit durch ein Gazefilter abgetrennt, in der Gaze 
zu einem Sickchen gebunden, gut abgepreBt und 24 Stunden im flieBenden 
Leitungswasser ausgewaschen. Dann wird die fein verteilte Fasermasse 
mit destilliertem Wasser abgespiilt und mehrmals erst mit Alkohol, dann 
mit Ather gewaschen. In offener Schale bleibt das Fibrin 1 Tag lang bei 
Zimmertemperatur stehen, darauf wird es in einem Achatmorser fein pulveri- 
siert. Der Wassergehalt des so erhaltenen lufttrockenen Fibrins ist betriicht- 
lich. Infolgedessen schwankt der Stickstoffgehalt der verschiedenen Fibrine 
zwischen 10 und 12°/,. Zu den allgemeinen Untersuchungen iiber die 
Fibrinolyse wurde ein aus Pferdeblut gewonnenes Fibrin verwandt. 

Zur Bestimmung des py-Optimums der Fibrinolyse wurden je 10 mg 
Fibrin in Réhrehen abgewogen und mit 1 cem Pufferlésung versetzt, die 
nach Sérensen aus Mischungen von 0,2-molarer Borsiure mit 1/,,-normal- 

Salzsiiure bzw. 1/,)-normal-N: atronlauge hergestellt wurde. Die Réhrchen, 
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denen einige Tropfen Toluol zugesetzt wurden, blieben 18 Stunden im 


' Brutraum stehen. Dann wurde der durch 5°/, ige Trichloressigsiure nicht 
_ koagulable Stickstoff nach der Mikromethode von Fuchs*) in durch Gummi 
' stabilisierter Loésung als Nessler-Komplex bestimmt. 


Zur Messung der 
Nessler-Fiarbung wurde das Zeisssche Stufenphotometer, Filter § 43, be- 
nutzt. In Fig. 1 ist das Ergebnis wiedergegeben (auf der Abszisse ist der 


| pa-Wert, auf der Ordinate der in der Liésung gefundene Stickstoff in mg 


angegeben). 
0200 

















10 pH 


Die Fibrinolyse hat also ein ausgesprochenes Optimum, das 
zwischen p, 7,6 und 8,3 liegt. 

Zur Priifung der Hitzeempfindlichkeit der Fibrinolyse wurden je 5 mg 
Fibrin in 1 cem m/15-sekundiirer Phosphat-Lésung suspendiert. Ein Teil der 
Réhrehen wurde 1 Stunde lang auf 60° erhitzt. Nach 22 stiindigem Stehen 
im Brutraum waren in den nicht erhitzten Réhrchen 0,028 mg nicht koagu- 
labler Stickstoff in Lésung gegangen. In den erhitzten Roéhrchen war 
weder eine Auflésung von koagulablem EiweiB, noch eine von nicht 
koagulablen Bruchstiicken nachweisbar. 

Beide Vorversuche, der Nachweis eines ausgesprochenen 
p,-Optimums sowie die Hitzeempfindlichkeit charakterisieren die 
Fibrinolyse bereits mit groBer Wahrscheinlichkoit als fermen- 
tativen ProzeB. 


|. Untersuchung des in Liésung gegangenen Eiweibes. 


Als erste Phase der Fibrinolyse ist die Auflésung eines 
durch Trichloressigsiure fallbaren HiweiBanteiles zu beobachten. 
Wir haben zu verschiedenen Zeitpunkten des Abbaues die Lésungen 
nach der Ammonsulfat-Triibungsmethode von Schmitz?°) unter- 
sucht, um die Art des in Lisung gegangenen Hiweifes festzustellen. 
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Je 10 mg Fibrin wurden mit 1 ccm m/15-sekundirem Phosphat 
versetzt, einige Tropfen Toluol hinzugesetzt und bei 38° bebriitet, 
Nach den in Fig. 2 angegebenen Zeiten wurde die Fibrinolyse 
unterbrochen, indem die Phosphatlésung mit 9 ccm physiologischer 
Kochsalzlésung verdiinnt und filtriert wurde. Mit je 1 ccm des 
Filtrats wurde die Ammonsulfat-Triibungsanalyse ausgefihrt. In 
Fig. 2 ist das Ergebnis dargestellt (Abszisse = Prozent Ammon- 
sulfatsittigung, Ordinate = rel. Triibung). Untersucht wurde nach 
18, 21, 43 und 70 Stunden. 


| ~ alee ener 





80 }- 











20 «BO 80 700 
% Ammonsultatsatigung —» 


Fig. 2. 
I nach 18 Stunden, II nach 21 Stunden, III nach 43 Stunden, IV nach 70 Stunden, 


Wir ersehen aus der Figur, daB die in Lésung befindliche 
EiweiBmenge bis zur 21. Stunde ansteigt, dann aber wieder ab- 
fallt. Gleichzeitig damit verschieben sich die Aussalzungsgrenzen 
des EiweiBes nach rechts, d. h. wiihrend das nach 21 Stunden 
in Lésung gegangene Eiweib bei 35—40°/, iger Sittigung mit 
Ammonsulfat ausgesalzen wird, liegt nach 45 Stunden die Aus- 
fillungsgrenze des gelésten KiweiBes bei 45°/ iger, nach 70 Stunden 
bei 50°/, iger Sattigung. Die Fiillungsgrenze des noch im Zustande 
zunehmender Loésung befindlichen EiweiBes (Kurve I) steht den 
Fallungsgrenzen des Fibrinogens nahe (25°/, ige Sittigung), ent- 
fernt sich hiervon aber mit fortschreitender Fibrinolyse. 

Wir glauben nicht fehl zu gehen, wenn wir die schwerere 
Fallbarkeit bei fortschreitender Fibrinolyse auf die Verminderung 
der MolekiilgréBe wihrend der zweiten Phase des fibrinolytischen 
Prozesses zuriickfiihren. Die gleichzeitige Abnahme der gelisten 
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EiweiBmenge (geringere Héhen der Gipfelpunkte auf den Kurven III 
und IV) zeigt, wie die Fibrinolyse von der Phase der EKiweiBlisung 
gur Phase der Entstehung von nicht koagulablen Verbindungen 
fortschreitet. 


9, Bestimmung der Aufspaltung von Peptidbindungen. 


Je 30 mg Fibrin wurden in 3 ccm m/15-sekundirem Phos- 
phat suspendiert, mit etwas Toluol versetzt und bei 38° bebriitet. 
Nach den in der Tabelle angegebenen Zeiten wurde den Rohr- 
chen je 1 ccm zur Mikrobestimmung des Amino-Stickstofis nach 
van Slyke entnommen. Das Ergebnis zeigt Tab.I. Gesamtstickstoff 
des Fibrins 9,9°/,. 

Tabelle LI. 





Zeit in Stunden 4 21 45 
50 0,175 0,210 0,240 
0,014 0,034 0,052 


0 

1 

Zuwachs an 1 mg NH,- N. 0 
ah ges 0 1,41 3,43 5,25 


Gesamt-N . 


Nach 45 Stunden waren demnach 5,2°/, des Gesamt-N des 


Fibrins als freier Aminostickstoff in Lésung. 


3 Bestimmung des nichtkoagulablen Stickstoffs. 


Von der im zweiten Abschnitt beschriebenen Versuchsreihe 
wurde je 1 ccm der Lésung zur Bestimmung des mit Trichlor- 


| essigsiure nicht fallbaren Stickstoffs nach der Mikromethode von 


Fuchs benutzt. Ergebnis in Tab. II. 


Tabelle II. 





Zeit in Stunden . . 0 2 4 21 45 
0,003 0,008 0,048 0,16 
0,30 0,81 4,84 16,2 
Nach 45 Stunden waren demnach 16°/, des Gesamt-N als 
nicht-koagulabler Stickstoff in Lésung gegangen. Bemerkenswert 


 Gesamt N.. . 0 


ist, daB im Anfang der Reaktion (nach 4 Stunden) der Gehalt 
/an Aminostickstoff den an nicht-koagulablem Stickstoff iibertrifft, 
'woraus zu schlieBen ist, daB die Spaltstiicke noch koagulabel sind, 
-wihrend im spiteren Verlauf der Reaktion (nach 45 Stunden) 
der Aminostickstoff nur /, 
-koagulablen Stickstoffs betrigt. 


des in Lésung befindlichen nicht- 


Diese Versuche zeigen eindeutig, da8 die Fibrinolyse ein 


echter proteolytischer ProzeB ist, der durch die Anwesenheit 
eines Fermentes von tryptischem Charakter verursacht wird. 
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B. Isolierung des Ferments. 

Schon M. Jacoby?) zeigte, daB man Trypsin, wenn man eg 
an Fibrinflocken adsorbiert, in verdiinnter Salzsiure wieder ab. 
lésen kann. Willstitter, Grassmann und Ambros?”) eluierte; 
Papain, das sie an Fibrin adsorbierten, mit verdiinnter Essigsiure, 
Die Isolierung des fibrinolytischen Ferments gelang ebenfalls durch 
Behandlung mit verdiinnter Saure. Durch n/10-Essigsiiure wurd 
das Ferment quantitativ aus dem Fibrin eluiert. 


200 mg Fibrin wurden in 10 cem n/10-Essigsiure suspendiert un( 
1/, Stunde sanft geschiittelt. Der Fibrinriickstand wurde abzentrifugier, 
Die erhaltene Fermentlésung wurde mit n-NaOH neutralisiert und mit den 
gleichen Volumen m/15-sekundirer Phosphatlésung verdiinnt. Der Fibrin. 
riickstand wurde noch 2mal mit n/10-Essigsiiure nachgewaschen, dann nit 
Wasser, schlieBlich mit Alkohol und Ather gewaschen und bei Zimmer 


temperatur getrocknet. 
Zur Bestimmung der Fermentwirkung wurden 10 mg des extrahierie 


Fibrins in 1 cem m/80-sekundiirer Phosphatlésung, die die gleiche Meny & 


Na-Acetat enthielt wie die Fermentlésung, bzw. in 1 ccm Fermentlisuy 
suspendiert. Nach 18stiindigem Stehen im Brutraum betrug der in Lésun 
gegangene nicht koagulable Stickstoff: 
1. mit Phosphatlésung 0,009 mg N. 2. mit Fermentlésung 0,047 mg \. 
Das nicht extrahierte Fibrin gab in Phosphatlésung in der gleichen 
Zeit 0,048 mg N. 


Das mit Essigsiure extrahierte Fibrin zeigte demnach nw 


noch eine schwache Rest-Fibrinolyse, es ist bei einem p,, von $,) 


fast unléslich. Im iibrigen konnte in Lésung gegangenes Eiweill 
nicht nachgewiesen werden, auch die Auflésung der koagulablagy 


Bestandteile erfolet also nur durch Fermentwirkung. Der Ferment: 


extrakt enthielt nur Spuren Eiwei8 und keinen meBbaren nicht 


koagulablen Stickstoff. 
istiindiges Erhitzen der Fermentlésung auf 60° zerstérte dit 
Wirkung vollkommen. Das Ferment ist nicht ultrafiltrierbar, da 


Ultrafiltrat ist vollstindig wirkungslos. (Filtration im Uberdruck-¥ 


Apparat nach Thiessen durch eiweifdichtes Filter.) 


C. Nachweis und Isolierung einer zweiten hitzelabilen Komponente 
des Fermentkomplexes (Kinase). 


Wird das mit Essigsiiure extrahierte Fibrin, das selbst keinf 
Fibrinolyse mehr zeigt, aber von dem im Kssigsiiureextrakt ent 
haltenen Ferment abgebaut wird, in wiBriger Suspension 1 Stunde 
auf 60° erhitzt, dann iibt die Fermentlésung auf dieses erhitzt® 
Fibrin keine Wirkung mehr aus. Es ist die Frage, ob durch dae 
Erhitzen des Substrats dieses so verandert wird, daB es nicht melif 
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angreifbar ist, oder ob eine zweite Komponente, die hitzelabil ist 
and dem mit Essigsiiure extrahierten Fibrin noch anhaftet, not- 
wendig ist, um die Fermentlésung erst wirksam zu machen. Die 
Frage wurde dadurch entschieden, daf die Isolierung einer hitze- 
labilen Komponente auf einfache Weise gelang. Durch Elution 
mit n/10-Natriumcarbonatlésung konnte dem schon mit Essig- 
siure extrahierten Fibrin diese zweite Fermentkomponente ent- 
zogen werden. 

300 mg Fibrin wurden, wie schon beschrieben, mit 15 ccm 
n/10-Essigsiure behandelt. Die Fermentlisung (Extrakt A) wurde 
neutralisiert und mit Pufferlésung von p,, 8,3 auf das Doppelte 
verdiinnt. 

Der ausgewaschene Fibrinriickstand wurde nun mit 10 ccm 
n/10-Sodalésung 2 Stunden geschiittelt. Die Sodalésung (Extrakt B) 
wurde abzentrifugiert und neutralisiert. Sie enthielt nur Spuren 
Kiweif} und keinen meBbaren, nicht-koagulablen Stickstoff. Der 


| Fibrinriickstand wurde mit Wasser, Alkohol und Ather ausgewaschen 


und an der Luft getrocknet. Da er vom Essigsiureextrakt noch 
schwach gespalten wurde, wurde er in wiBriger Suspension 1 Stunde 
auf 60° erhitzt, das erhitzte Fibrin wurde abzentrifugiert und 
nach Waschen mit Alkohol und Ather getrocknet. 

Zu dem in Tab. III angegebenen Versuch wurden je 10 mg des doppelt 
extrahierten und erhitzten Fibrins in Réhrchen eingewogen und mit je 2 cem 
der angegebenen Lésungen suspendiert. Temperatur 38°, Versuchszeit 
is Stunden, Extrakt A und B wurden zu gleichen Teilen 1 Stunde vor An- 
satz des Versuches gemischt. 


Tabelle III. 








mg nichtkoagul. N 
Fibrin im Phewphetpefier ... 02. cee ee 0,006 
oe 0,005 
ee 0,007 
Fina th Bene A + Bw ww eee eee 0,043 


Kine Aufspaltung erfolgte demnach nur durch das Gemisch 


P beider Extrakte. 
1 Stunde 


Wurde Extrakt B 1 Stunde lang auf 60° erhitzt, ergab die 


| Mschung mit Extrakt A kein wirksames Ferment. Die wirksame 
Substanz in B ist nicht ultrafiltrierbar. Mischung von Extrakt A 
-mt Ultrafiltrat von B zeigte keine Fermentwirkung. 
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D. Verhalten der aus Pferdefibrin isolierten Fermentkomponenten 
gegeniiber artfremden Fibrinen und anderen Proteinen, 
ferner gegeniiber einigen Tri- und Dipeptiden. 


Die aus Pferdefibrin gewonnenen Extrakte, Essigsiiure- un 
Sodaextrakt, lieBen wir sowohl auf artfremde Fibrine wie av 
andere Proteine einwirken. Simtliche untersuchten KiweiBe wurde, 
vor der Bestimmung der Fermentwirkung in waBriger Suspension 
1 Stunde lang auf 60° erhitzt, um jegliche Wirkung anhaftende 
eigener Fermente auszuschalten. Die dann durch Alkoholfallung 
wiedergewonnenen, mit Ather gewaschenen und _ getrocknetey 
Fibrine, wie auch die anderen untersuchten Proteine zeigten ix 
Phosphatsuspension bzw. -Liésung keinen eigenen Abbau. Ferner 
hatte der aus Pferdefibrin gewonnene Sodaextrakt fiir sich allei 
keine Fermentwirkung. 

Die Untersuchungen wurden folgendermaBen ausgefiihrt: 

Je 10 mg des EiweiBes wurden 1. in 2 cem m/15-sekundirer Phosphat. 
lésung, 2. in 2 cem des neutralisierten und 1:1 mit m/15-sekundérer Phos 
phatlésung verdiinnten Extrakts A (dargestellt wie in Abschnitt B beschrieben, 
8. in 2 ecem der Mischung gleicher Teile Essigsiure- und Sodaextrakts, die 
beide auf py 8,3 gebracht waren, suspendiert bzw. gelést. Nach 18stiindigen 
Stehen im Brutraum wurde der in Lésung gegangene, durch 5°/,ige Tr- 


chloressigsiiure nicht koagulable Stickstoff nach der Mikromethode ya 
Fuchs bestimmt. In Tab. IV ist das Ergebnis der Untersuchungen angegeben. 


Tabelle IV. 








Zunahme an mg nichtkoagul. N 
Substrat een te ; j 
mit Extrakt A | mit Extrakt A +B 
Casein Hammarsten........ 0,090 0,204 
Fibrin (Mlemech) .......... 0,031 0,056 
Peein (opemeen) 2... 2 es. 0,017 0,047 
ee 0,016 0,034 
Fibrin (Hammel).......... 0,025 0,043 
i 0 0,026 
ee 0 0,032 
Blutalbumin (Kahlbaum) ..... 0 0,031 
Serumprizipitat nach Fuchs 
(norm. Menschenserum).... . 0 0,025 
Serumprizipitit nach Fuchs 
| eee ee 0 0,029 


Ferner wurden die Tripeptide Leucyl-glycyl-glycin, Alany!-§ 
glycyl-glycin und die Dipeptide Leucyl-glycin, Leucyl-alanin uni 
Alanyl-glycin auf ihre Spaltbarkeit untersucht. In keinem Falle 
konnte eine Aufspaltung nachgewiesen werden. 
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| steigert aber immer die Wirkung des Ferments. 
| halten der Kinase entspricht am besten den Vorstellungen von 
'Dyckerhoff, Miehler und Tadsen?*), die die Wirkung der 
Kinase nicht in einer Aktivierung des T'rypsins sehen, sondern 
‘vielmehr in der Ausschaltung von Hemmungskérpern. Einen 
solchen Hemmungskérper gewannen neuerdings Kunitz und 
-Northrop?4) aus Pankreastrypsin in krystallisierter Form und 
identifizierten ihn als Polypeptid. Bei der besonderen Art der 
| Darstellung des Plasmatrypsins besteht die Méglichkeit, daB der 
| Hemmungskérper nicht nur das Ferment begleitet, sondern auch 
' die ohne Plasmakinase nicht aufspaltbaren Substrate, die alle 
‘dem Plasma entstammen. 
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Die Untersuchungen zeigen eindeutig, daf der Extrakt A 


‘eine tryptische Proteinase enthalt, die gegeniiber einigen der 
/untersuchten Proteine ohne weiteres wirksam ist, gegeniiber 
anderen dagegen der Aktivierung durch eine Kinase _bedarf, 
‘die im Extrakt B enthalten ist und fir sich allein keinerlei 
fermentative Wirkung ausiibt. 
| Fermentsystem, das wir als ,,Plasmatrypsin“ und ,,Plasmakinase“ 
| bezeichnen wollen, zeigt also in seinem gesamten Verhalten 
'weitgehende Verwandtschaft mit dem Pankreastrypsin und der 
Enterokinase. Die Frage seiner Herkunft ist fiir unsere Problem- 
stellung ohne Bedeutung. Das Plasmatrypsin hat, wie zu erwarten 
_war, keinerlei Artspezifitit. Die Plasmakinase ist zur Aktivierung 


Dieses im Blutplasma enthaltene 


nicht bei jedem der von uns untersuchten Proteine notwendig, 
Dieses Ver- 


Nachdem es uns so gelungen ist, das Proteinasesystem des 


Fibrins in seine Komponenten aufzuteilen, gelten unsere weiteren 
| Untersuchungen dem Wesen der Hemmung der Plasmaproteinase 
/im Serum und der Frage, ob der gesamte Fermentkomplex 
| baw. seine einzelnen Komponenten, Trypsin-Kinase- Hemmungs- 


kirper, spezifischen pathologischen Veriinderungen, besonders bei 


' Krebs, unterworfen sind. 


Zusammenfassung. 


1. Die sogenannte Fibrinolyse ist ein proteolytischer ProzeB, 
der durch eine dem Fibrin anhaftende Proteinase von tryptischem 
Charakter zustande kommt. 

Alanyl-§ 
anin unl 
am Falle 


2. Das im Blutplasma vorhandene, vom Fibrin adsorbierte 


 proteolytische Fermentsystem besteht aus Proteinase (Plasma- 
trypsin) und Kinase (Plasma-kinase). 
“nicht ultrafiltrierbar. 


Beide sind hitzelabil und 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIV. 
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3. Die Proteinase wird durch saure Extraktion, die Kinase 
durch der sauren nachfolgende alkalische Extraktion vom Fibrin 
eluiert. 

4. Das Plasma-trypsin ist unwirksam gegeniiber T'ri- und 
Dipeptiden. Zur Aufspaltung von Proteinen bedarf es nicht 
immer der Aktivierung durch die Plasmakinase. Die Kinase 
steigert aber in jedem Fall die Wirkung des Trypsins. Die Wir. 
kung der Kinase wird auf die Ausschaltung von Hemmungs. 
kérpern zurickgefihrt. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die 
Unterstiitzung unserer Arbeiten. 
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Uber ein Oxydationsprodukt des Urobilins. 


Von 


L. Heilmeyer und P. Beickert. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der Medizinischen Universititsklinik Jena.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. September 1936.) 


Bei der Darstellung krystallisierter Urobilinpraparate nach 
Watson durch Heilmeyer und Krebs fiel auf, daB die salz- 
sauren Lésungen des Urobilins vielfach eine rein rote Farbe auf- 
wiesen, wahrend die waBrigen und alkoholischen Lésungen einen 
mehr gelblichroten Farbton besitzen. Das quantitative Absorp- 
tionsspektrum solcher Lésungen lieB neben der Hauptbande des 
Urobilins bei 490 uu eine Nebenbande bei 520 wu erkennen?). 
Heilmeyer und Krebs schrieben das geschilderte Spektrum dem 
salzsauren Urobilin zu. Bei spiterer wiederholter Herstellung 
salzsaurer Urobilinlésungen zeigte sich jedoch, daB die Neben- 
bande bei 520 in verschiedenen Lisungen verschieden stark auf- 
trat oder ganz fehlte. Daraus muBte geschlossen werden, dab die 
Nebenbande durch einen 2. Farbstoff hervorgerufen sei, der ent- 
weder eine Verunreinigung in Form eines anderen Stuhlfarbstotts 
oder einen direkten Abkémmling des Urobilins darstellt. Um 
diese Frage zu kliren, wurden Lésungen reinsten krystallisierten 
Urobilinchlorhydrats, das von Heilmeyer und Krebs aus Stuhl 
gewonnen war, in verschieden konzentrierter Salzsiure hergestellt. 
Diese Lésungen zeigten zunichst das typische Spektrum des 
sauren Urobilins ohne die Nebenbande bei 520. Nach Zufiigung 
von 1—2 com 3°/,igem H,O, entstand allmahlich der rétliche 
Farbton, gleichzeitig trat eine Verbreiterung des Urobilinstreifens 
bei 490 gegen das langwellige Gebiet zu ein. Die quantitativen 
Spektren ergaben einen mehr oder weniger deutlichen Knick der 
Kurve bei 520. Nach 1—8 Tagen trat véllige Entfirbung ein. 
Es wurden auch Absorptionskurven gewonnen, die denen von 


) Vgl. Diese Z. 228, 41 (1934). 
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Heilmeyer und Krebs in Band 228, Seite 41 abgebildeten villiz 
entsprachen. Es muB8te sich also um einen Farbstoff handel), 
der auf oxydativem Weg aus dem Urobilin in salzsaurer Lisung 
entstanden war, da er auch durch andere Oxydationsmittel, wie 
KClO, erzeugt werden konnte. In den Versuchen von Heil. 
meyer und Krebs ist der Farbstoft offenbar spontan durch Lut. 
oxydation wahrend des Darstellungsganges entstanden, wenn er 
nicht schon priaformiert im Stuhl vorhanden war. 

Um den neuen Farbstoff mit besserer Ausbeute zu gewinner, 
gingen wir folgendermaBen vor: 

Etwa 10 mg reinsten, mehrfach umkrystallisierten Urobilin. 
chlorhydrats wurden in 100 ccm 12,5°/, iger Salzsiure gelést uni 
dazu 0,25—0,5 ccm einer 0,3—3°/, igen H,O,-Lésung zugefiigt, 
Nach 24stiindigem Stehen hat die Lésung einen roten Farbton 
angenommen und im Handspektroskop ist neben der Urobilin- 
bande eine 2. Bande bei 520 zu erkennen. Durch mebhrmalige: 
Ausschiitteln mit Chloroform geht das unveriinderte Urobilin in 
Chloroform iiber, wihrend der zuriickbleibende Rest sich mit dem 
neuen Farbstoff anreichert. SchlieBlich erhilt man eine rein 
violettrote Lésung, die véllig frei von Urobilin ist, wie das 
quantitative Spektrum der Abbildung zeigt. Die Absorptionskurve 
ist der des Urobilins sehr fihnlich, nur ist das Maximum naci 
520 verschoben. Der neue Farbstoff ist sehr labil und _ blab 
beim Stehen an Licht und Luft in wenigen Tagen bis zu 
volligen Verschwinden der Farbe ab. Er ist nur in saurer 
Lésung zu erhalten. In alkalischer und neutraler Lésung erhilt 
man bei der Oxydation farblose Produkte. Die unspezifische 
Absorption, die Heilmeyer und Rudert nach Permanganat- 
oxydation neutraler Urobilinlésungen erhalten haben, ist durci 
ein Gemisch restlichen Urobilins mit kolloidal geléstem Braun- 
stein zu erklaren. 

Die Absorptionskurve des neuen Farbstoffs ist fast identisch 
mit der roten Pentdyopentreaktion von Bingold (vgl. Fig), 
welche aus Hiimin, Bilirubin und Urobilin durch Oxydation ent- 
steht. Wihrend sich jedoch die rote Pentdyopentreaktion nur 1 
alkalischer Liésung bildet, wird der von uns erhaltene Farbstoi 
(Rubrobilin) schon durch Spuren von Alkali zerstért. Das Rubro- 
bilin ist durch Ammonsulfat aus der sauren Liésung aussalzbat 
und kann wieder neu in HCl gelést werden. Die Ehrlichsche 
Aldehydreaktion ist negativ; mit Diazoreagens gibt es wie da 
Urobilin die EKigelbreaktion. Die Schlesingersche Reaktio: 
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villiy gibt es nicht. Der Farbstoff ist gut in Butyl- und Amylalkohol 











ndely, & lislich. Wie Urobilin kann er damit aus der salzsauren Lésung 
,Osung Me extrahiert werden. Beim Versuch des Eindampfens aus solchen 
l a 9 i] 
? wit ; lag&s2 - T T T T Te T 
Heil. & 16|- Ios + 
Lut & 4 | 
14}- 22t- 
nn er ” | in | 
Ff 
12) | <r 
Inne, | L 
70} | ar = 
one 4 iB N 
obilin- | | Rd 
t wi "7 1 IS 
| | | 
relict, 06} | 141 RSS 
arbton | | =" 
obilin- "7 | a | 
. : r I { 
alige: eae a a ee 
Mp 560 520 480 45) Ayti S60 520 4$9 450 


lin in 
it dem #@% Losungen wurde er zerstért. Beim Wiederlésen war nur ,,Urobilin“ 
» reinf™® nachweisbar. In Essigester, ‘etrachlorkohlenstoff, Benzol und 
e das Ather ist der Farbstoff vollig unléslich; in CCl,H ist er schlechter 
skurve % lislich als Urobilin, so da& damit seine Abtrennung durchgefihrt 
nach @® werden konnte. Alle Versuche emer Darstellung und Krystalli- 
blafi fF sation des Farbstoffs scheiterten an seiner aufSerordentlichen 
_ zu Zersetzlichkeit. Die neuerdings von W. Siedel am Institut von 
saure' / Hans Fischer synthetisch dargestellten Oxydationsprodukte des 
erhiilt {® Urobilins (Mesobiliviolin und Mesobilirhodin) stimmen in ihren 
ifische #% Kigenschaften nicht mit dem Rubrobilin iiberein. 


yanat: 
durch Literatur. 
raul: Bingold, Klin. Wschr. 1934, 1451; Dtsch. Arch. klin. Med. 177, 
253 (1935). 
. 1 Nig Cin , P28 5g - .). 
ntisch H. Fischer, Diese Z. 238, 59 (1936) 


Fic L. Heilmeyer, Medizinische Spektrophotometrie, Jena 1933; Diese 
18% Z, 228, 38 (1934); Biochem. Z. 261, 376 (1933). 
n ent W. Seidel, Diese Z. 257, 20 (1935), 
ur 1D C.I.Watson, Diese Z. 204, 57 (1932); 208, 101 (1932); 221, 145 (1933). 
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Uber eine phosphatatische Wirkung des Emulsins’). 
Von 


Hellmut Bredereck, Hans Beuchelt und Gerd Richter. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. September 1936.) 


Tschernorutzky?’) hatte im Jahre 1912 an einem kiuflichen 
Emulsinpraparat (Merck, Kahlbaum) eine geringe phosphatatische 
Wirkung festgestellt. Durch Einwirkung von Emulsin auf Hefe- 
und Thymusnucleinsiure wurde langsam Phosphorsaure abgespalten. 
Im Rahmen unserer Nucleinsiure-Arbeiten haben wir die Kin- 
wirkung von Mandelemulsin verschiedenen Reinheitgrades (8-Gluco- 
sidasewert 1 und 7) auf Mononucleotide, Hefe- und Thymusnuclein- 
siure niher untersucht. Fiir Uberlassung der Emulsinpriparate 
moéchten wir Herrn Prof. Helferich unseren besten Dank sagen. 

Die Einwirkung von SiiBmandelemulsin auf Guanylsiiure (p,, =5,0 
Temperatur 37°) fiihrte zu einer weitgehenden Abspaltung von 
Phosphorsaure (80—85°/,); aus dem Spaltungsansatz schied sich 
das krystallisierte Guanosin ab. Analog konnte aus Hefeadeny)- 
siure Adenosin, aus Cytidylsiure Cytidin und aus Uridylsiure 
Uridin isoliert werden. 

Das p,-Optimum der Mandelemulsin-Phosphatase liegt etwa 
zwischen 4,5—5,5. Sie diirfte sich somit einordnen in die Gruppe 
der bei diesem p,, optimal spaltenden Phosphatasen. 


<2 


Spaltungen von Guanylsdéure durch Mandelemulsin (/-Gl.-W. = 7) 


bei 87° und verschiedenem p,,. 


Ansatz: 0,3 g guanylsaures Natrium in 3cem Wasser mit Essigsiure 
neutralisiert; dazu 2,5 cem wiBrige Emulsinlésung (0,007 g in 1 cem Lésung) 
und 6,5 cem Acetatpuffer. Die abgespaltene Phosphorsiure wurde als 
Ammoniummagnesiumphosphat gefillt und nach Uberfiihrung in das phos- 
phormolybdinsaure Ammonium zur Wigung gebracht. Faktor: 0,014707. 


') Bredereck u. Beuchelt, Naturw. 24, 107 (1936). 
*) Tschernorutzky, Diese Z. 80, 298 (1912). 
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' » von P 
(NH,),PO, - 12Mo00, Abspaltung von | 
Pu : In “lo 
ng (nach 3 Stunden) 
4,0 0,4816 32,7 
4,5 0,5690 38,6 
5,0 0,5497 37,3 
5,D 0,5283 35,8 








| Wir haben weiterhin die #-glucosidatische Wirkung des 
' Mandelemulsins mit seiner phosphatatischen Wirkung verglichen. 
Beim Ubergang von einem Mandelemulsinpraparat vom f-G1.-W. = 1 
zu einem solchen mit dem Wert 7 blieb die phosphatatische 
Wirkung, gemessen an Guanylsiure, annahernd konstant. Daraus 
geht hervor, daB die Emulsinphosphatase ein eigenes Ferment 


ichen [& darstellt und in seiner Wirkung unabhingig ist von der £-Gluco- 
‘ische @@ sidase des Emulsins. 
Hete- 


alten, Spaltungen von Guanylsaure durch Mandelemulsin 
Fin. vom /-Gl.-W. = 1 und 7 (87°, p,, = 5,0). 


Die Ansiitze waren die gleichen wie oben. 














luco- 
clein- ohne . ies. 
arate M Dauer der fo oe | si — 
agen, J Spaltung (NH,),PO, P-Ab- (NH,),PO, | P-Ab- 
—5,) | in Stunden - 12 MoO, spaltung -12MoO0; _—spaltung 
an. in g in °/, in g | in °%, 
+ von : 2 
aioh 1 1 02283 15,5 0.2296 | 15,6 
mane 3 04191 | 28,4 0,4823 32,7 
enyi- & 9 0,5622 | 38,1 0,6707 | 45,5 
siiure 24 08086 54,8 0,8850 60,0 
| Durch Natriumarsenat wird die Wirkung der Emulsin-Phos- 

etwa & : : ; : : 
a phatase wenig gehemmt, hingegen erfolgt bei Zusatz von Natrium- 
UPI fluorid eine recht weitgehende Hemmung. 

, Die Versuche haben ergeben, daB Emulsin gegeniiber Nucleo- 
_»f tiden lediglch eine phosphatatische, im Hinblick auf das Substrat 
. /auch als ,nucleotidatisch* bezeichnete Wirkung ausiibt. Aufer 

; der Abspaltung von Phosphorsiure wurde eine Sprengung der 
ni | Glycosidbindung sowie eine Desaminierung bei EKinwirkung von 
* . Kmulsin in keinem Falle beobachtet. Diese Feststellung steht in 


phos- Ubereinstimmung mit der Tatsache, daB auch ein synthetisches 
14707. @ Puringlucosid, nimlich Theophyllinglucosid, von Emulsin nicht 
' gespalten wird ?). 


1) Fischer u. Helferich, Ber. chem. Ges. 47, 210 (1914). 
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Bei Einwirkung von Emulsin auf Hefe- und Thymusnuclein. 
siiure wurde Abspaltung von Phosphorsiiure beobachtet. Uber die 
dabei entstehenden Spaltprodukte soll in anderem Zusammenhan: 
berichtet werden. 


Fiir die Bereitstellung von Mitteln sind wir der Deutschey 
Forschungsgemeinschaft zu Dank verpflichtet, ebenso de 
Firma C. F. Boehringer (Mannheim-Waldhot) fir Uberlassung 
von Hefenucleinsiure. Die Analysen hat dankenswerterweise 
Friulein G. Rothe ausgefiihrt. 


Versuche. 


Spaltungen mit Emulsin. — a) Guanylsiure. 5g guanylsaure 
Natrium werden in 50 cem Wasser warm gelést, mit verdiinnter Essigsiiure 
neutralisiert und 42 cem einer wibrigen Emulsinlésung vom §-G1.-W. =| 
in 1 ecem Lésung sowie 108 ccm Acetatpuffer (py = 5,0) zugegeben. Die 
Lésung wird, mit einigen Tropfen Toluol versetzt, bei 37° aufbewahrt, 
Nach etwa 20 Stunden hat sich eine dicke Gallerte gebildet, die wenige 
Stunden spiiter einem krystallinen Niederschlag Platz macht. Nach insgesam! 
3tiigigem Stehen bei 37° wird das Guanosin abgesaugt. Ausbeute: 2,5—3 ¢. 
Schmelzp, 236°. 

b) Analog wurden 3,9 g Adenylsiiure gespalten. Nach 8tigigem Aut. 
bewahren im Brutschrank wurde die Lésung eingeengt. Nach Animpfen 
schied sich beim Stehen bei 0° krystallisiertes Adenosin ab. Schmelzp. 228 

c) Die Spaltung mit Cytidylsiiure wurde entsprechend mit 1 g durch. 


gefiihrt. Nach der Fermentspaltung wurde die Lésung mit Barytwasser vou 
Phosphorsiure befreit, tiberschiissiges Ba mittels Schwefelsiure entfern: 
und aus der eingeengten Liésung Cytidin als Pikrat gefillt. Schmelzpunkt 


gegen 180°. 
d) Fiir die Spaltung der Uridylsiiure wurde das Diammonsalz diese: 


Siiure verwendet (0,6 g). Nach der Spaltung wurde die Phosphorsiiure ent- 
fernt und nach den Angaben von Levene’) Uridin als Bleisalz gefiillt. 
Nach Zerlegung des Bleisalzes mit Schwefelwasserstoff wurde krystallisiertes 


Uridin isoliert. Schmelzp. 163—164°. 


Guanosinpikrat: 0,5 g Guanosin werden in der Wiirme in 10cem Waazer 
gelést und mit einer heiBen Lésung von 0,7 g Pikrinsiure in 20 cem Wasser 


versetzt. Beim Erkalten scheidet sich das Pikr at krystallin ab. Zur weiteren 


teinigung wurde nochmals aus Wasser umkrystallisiert. Schmelz. 187—192". 
4,639 mg Subst.: 6,39 mg CO,, 1,36 mg H,O. — 4,248 mg Subst.: 


0,824 cem N, (23°, 753 mm). 
C,gHieQiaNe (512,2) Ber. C 37,48 H3,15  N 21,88 
Gef. ,, 37,57 » 3,28 5 ees 


1) Levene u. La Forge, Ber. chem. Ges. 45, 608 (1912). 
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Uber die Bedeutung der Fumarsaure 
fiir die tierische Gewebsatmung. 


III. Mitteilung?). 
Von 


£. Annau, I. Banga, A. Blazsé, V. Bruckner, K. Laki, F. B. Straub 
und A, Szent-Gyérgyi. 


Mit 5+2+2+1=10 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie, Universitiit Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. August 1936.) 


Einleitung, Ubersicht, Methoden. 
Von 


A. Szent-Gydrgyi. 


BRS. = Brenztraubensiiure. FS. = Fumarsiiure. 
OES. = Oxalessigsiiure. AS. = Apfelsiiure. 


FAS. = Fumar- plus Apfelsiiure?). 


In den beiden ersten Mitteilungen dieser Reihe**) wurden 


_ beobachtungen mitgeteilt, die zeigten, dab die E'S. an der Gewebs- 
-atmung als Katalysator beteiligt ist. Ihre Funktion ist die eines 
) intermediiiren Wasserstoffacceptors, der zwischen das System der 
| Nihrstoffdehydrierung und das System der Sauerstoftaktivierung 
-eingeschaltet ist. Zu dieser Funktion wird die FS. durch eine 


') Diese Arbeit wurde durch die Unterstiitzung der Josiah-Macy-Jr.- 


| Stiftung, New York, erméglicht. 


*) Die FS. oder AS wird im Gewebe dureh die Fumarase stets in 


'kiirzester Zeit zum Gleichgewichtsgemisch beider Substanzen umgesetzt, so 
'daS man stets nur letzteres vorfindet. Die Gesamtmenge von FS. plus AS. 
/(PAS) kann aus dem Resultat der FS.-Bestimmung durch Multiplikation 
-nit 4, aus der AS. durch Multiplikation mit 4/3 berechnet werden. 


*) B. Gézsy u. A. Szent-Gyodrgyi, Diese Z. 224, 1 (1934). 
‘) Annau, Banga, Goézsy, Huszak, Laki, Straub wu. Szent- 


|Gydrgyi, Ebenda, 286, 1 (1935). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXLIV. 8 
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entsprechende Dehydrase aktiviert. Die aktivierte FS. wird durch das 
System der Sauerstoffaktivierung (O,, Atmungsferment, Cytochrom) 
zu OES. oxydiert. Die OES. dient dann als Wasserstoffacceptor 
der Nahrstoffdehydrierung. Durch die Aufnahme von 2 H-Atomen 
wird die OES. wieder zu FS. reduziert. Die Funktion der Fs, 
ist also die, den Wasserstoff der Nihrstoffe dem Sauerstoffakti- 
vierungssystem zur Oxydation zuzufiihren. Die Versuche wurden 
z. T. durch Boyland und Boyland?) sowie G. D. Greville? 
bestitigt. Es ist der Zweck vorliegender Arbeit diese Theorie der 
F'S.-Katalyse weiter zu vertiefen. 


Es war der Mangel unserer vorgehenden Mitteilung, daB sie 
sich zum Teil auf qualitative Methoden des OKS.-Nachweises 
stiitzte. Unsere zunehmende Erfahrung lehrte uns, daf in diesem 
Gebiete des intermediiren Stoffwechsels qualitative Methoden irre- 
fiihrend seien. Selbst quantitative Methoden erlauben die Beant- 
wortung gewisser Fragen nur dann, wenn sie es gestatten, die 
chemischen Veriinderungen in kleinen Gewebsmengen binnen 
kurzer Zeitabschnitte (2—10 Minuten) bilanzmaBig zu ver- 
folgen. Das Ausarbeiten derartiger spezifischer Mikromethoden 
war um so mehr notig, da sich zeigte, daB die BRS. nicht nur im 
fermentativen, sondern auch im oxydativen Kohlenhydrat-Abbau 
eine zentrale Rolle spielt. Dank der nahen chemischen Verwandt- 
schaft der BRS. und der OES. werden alle bekannten Reaktionen 
der BRS. auch durch die OES. gegeben, ist doch die OES. nichts 
als eine Carboxy-BRS., die mit grofer Leichtigkeit, auch spontan, 
in BRS. iibergeht. Aus diesem Grunde benétigten wir zuniichst 
Mikromethoden, die es gestatteten, diese beiden Substanzen neben- 
einander in spezifischer Weise zu bestimmen. 


In unserer friiheren Arbeit beniitzten wir zum OES.-Nachweis die 
Simon-Piauxsche Probe*), die zum halbquantitativen Nachweis der BRS. 
schon vielseitig verwendet wurde. Ebenso wie die BRS. gibt auch die OFS. 
in Gegenwart von Ammonsulfat und NH,OH mit Nitroprussidnatron eine 
tiefblaue Farbe. In reinen Lésungen reagieren BRS. und OES. verschieden 
und lassen sich auch mit dieser Probe unterscheiden. Wiaihrend indessen die 
OES. bereits in 2 Minuten eine maximale Farbe gibt, beginnt die Farbe in 
Gegenwart von BRS. erst nach lingerer Zeit (5 Minuten) zu erscheinen, um 
nach 15—20 Minuten maximal zu werden. Wird die OES.-Lésung durch 
Kochen oder durch Anilin zu BRS. decarboxyliert, so verschwindet die 


1) Biochemic. J. 30, 224 (1936). 
*) Biochemie. J. 30, 877 (1936). 
’) Bull. Soc. Chim. biol. 6, 477 (1924). 
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rasche OES.-Reaktion, um der entsprechenden langsamen Reaktion der BRS. 
Platz zu machen. 


Trotzdem aber laBt sich die Reaktion nicht zum gleichzeitigen Nach- 


_weis beider Substanzen gebrauchen, weil anwesende BRS. die Reaktion der 
' OES. (Féirbung nach 2 Minuten) sehr verstirkt, obwohl sie selber in so 
‘kurzer Zeit noch keine Reaktion geben wiirde. Ebenso wird auch die 
Reaktion der BRS. durch Spuren von OES., die selber noch keine stirkere 
'Farbe geben, sehr vertieft. Bei Mischungen von OES. und BRS. ver- 
-schwindet also jede Proportionalitit zwischen Farbe und Menge der zu 
bestimmenden Substanzen. 


Dementsprechend fanden wir auch, dab das, was wir in unserer 


| Il. Mitteilung als OES. angesprochen haben, oft nur die durch Spuren von 
| OES. verstirkte Reaktion der BRS. war. 


Durch diese Feststellung wurde auch die Existenz der in unserer 


| ll. Mitteilung postulierten ,,Zwischensubstanz“ als Vermittler der Oxydation 
hinfillig. Diese Substanz scheint nicht mit der Oxydation, sondern mit der 
-fermentativen BRS.-Bildung verbunden zu sein. 


Unsere miihevolle Arbeit fiihrte nun zu Methoden, die die 


‘genaue quantitative Bestimmung der OES. und BRS. nebenein- 
‘ander gestatten. 


Die BRS. konnte neben OES. durch Kondensation mit Salicyl- 


aldehyd bestimmt werden. BRS. kondensiert mit Salicylaldehyd 
‘bei stark alkalischer Reaktion zur tief gefirbten o-Oxybenzal- 
' brenztraubensaéure (Perkinsche Synthese). Eine analoge Reaktion 
wurde bereits durch Csonka?) zur Bestimmung des Acetons heran- 
pgezogen. Unsere Methode der BRS.-Bestimmung lehnt sich an 
‘diese Methode Csonkas. 


Wie F. B. Straub fand, wird diese Reaktion durch OES. aus 


theoretisch nicht feststehenden Griinden (weitgehende Enolisierung ?) 
‘nicht gegeben. Wie Straub findet, ist bei der verwendeten stark 
ukalischen Reaktion die OES. stabil, so daf eine spontane De- 
carboxylierung die BRS.-Bestimmung nicht stort. 


Die OES. kann, wie Straub fand, neben BRS. als 4-Nitroso- 


‘pyrazolon-3-carbonsaure bestimmt werden. Mit Hydrazin bildet 
‘ie OES. ein Hydrazon, das sogleich einen Ringschlu8 mit der 
'}-Carboxylgruppe eingeht. Mit salpetriger Siure behandelt, gibt 
‘dieses Pyrazolon am 4 C-Atom eine Nitrosoverbindung, die bei 
‘stark alkalischer Reaktion tautomerisierend ein Kalisalz bildet, 
‘das eine kolorimetrisch verwertbare intensive gelbe Farbe zeigt. 
‘Der Gang der Reaktion, der in einem nachstehenden Abschnitt 
durch V. Bruckner bewiesen wird, ist also der folgende: 


!) J. of Biol. Chem. 27, 209 (1916). 


g& * 
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COOH COOH COOH 
| | | 
| “Go” | mame aay 
CH, CH, CH, NH 
| | — 
COOH COOH CO 
I I] ITT 
COOH SOOK 
| | 
HONO Cy-aNsokow . alae 
i ia a aad | 
O=N—CH* 'NH KO—N=C NH 
~~ he” 
CO CO 
IV V 


Diese Reaktion wird nur durch §- oder y-Ketone gegebe 
die den RingschluB einzugehen vermégen. BRS., Acetaldehyd od 
Aceton geben die Reaktion nicht. Unter den physiologisch 1 
Betracht kommenden Substanzen ist es nur die Acetessigsiiur 
die die Reaktion zu geben vermag. Der Extinktionskoeffizient de 
entstandenen Produktes ist aber 100mal geringer, als der E. de 
OES., so daB die Acetessigsiiure die OKS.-Bestimmung nicht a 
stéren vermag (Ki. der OES. als Nitrosopyrazoloncarbonsiure = 216i 
KE. der Acetessigsiure als Methylnitrosopyrazolon = 21). Der weiter 
sroBe Vorteil dieser Bestimmungsmethode der OKS. ist der, dai 
die Blankversuche ganz farblos sind. 

Weiterhin beschiftigt sich Straub in der nachstehenda 
Arbeit mit der Bestimmung der AS. und der CO,. Messung de 
CO, gestattet die decarboxylative Bestimmung der OES. und & 


RQ. der Atmungsversuche. Methoden zur Bestimmung der Fim 


und der Bernsteinsiure wurden bereits in unserer II. Mitteiluy 
(S. 42 und 54) angegeben. 

Mit Hilfe dieser Methoden unterzogen wir nochmals die eu 
zelnen Phasen der F'S.-Katalyse — Oxydation der FS. und Re 
duktion der OES. — einer eingehenden Untersuchung. 

Nachdem der bisherige Nachweis der oxydativen Bildung de 
OES. aus FS. sich auf die unzulingliche Simon-Piauxscli 
Probe griindete, versuchte zuniichst I. Banga neue Beweise de 
F's.-Oxydation zu erbringen. 


Wie bereits in unserer friiheren Mitteilung gezeigt, ist vol 
beiden Vorgiingen, Oxydation der FS. und Reduktion der OES 
fo) dD 9 
letzterer der weit intensivere Vorgang, so daB selbst bei intensive 
oD O35 
OES.-Bildung nicht erwartet werden kann, mehr als Spuren diesé 
o 3 
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ubstanz vorzufinden. Dieses Verhiltnis der Oxydation zur Reduktion 
ann durch Zugabe von Arsenit zugunsten der ersteren ver- 
choben werden. Durch Zugabe von Arsenit werden deutlich meb- 
pare Mengen von OES. nachweisbar, die aber immer noch zu gering 
ind, um als Stiitze unserer Theorie zu dienen. 

Die Menge der nachweisbaren OES. konnte durch Banga 
furch Heranziehen eines Abfangmittels noch weiter erhéht werden. 
fu diesem Zwecke wurde Hydrazin verwendet. Obwohl Hydrazin 
bei weltem kein ideales Abfangmittel darstellt, konnte doch durch 
eine Hilfe unter giinstigen Bedingungen '/,—"/, jener OES.-Menge 
bgefangen werden, die sich bilden muBte, falls die gesamte Atmung 
jurch Fumarat vermittelt wird. Hierdurch ist nicht nur die oxy- 
lative Bildung der OES. aus FS. bewiesen, gleichzeitig zeigen 
iese Versuche, daB die Dimension dieses Vorganges den durch 
nsere Theorie gestellten Forderungen entspricht. 

EKbenso entspricht der Theorie, wie Banga findet, die Di- 
ension der Reduktion der OES. durch das Gewebe. Der Muskel 
ermag in 5 Minuten 2—4 mg OES. zum Schwunde zu bringen. 
Dies ist 2—4mal mehr als nétig, um annehmen zu kénnen, dab 
ie gesamte Sauerstoffaufnahme iiber FS. verliuft. Gleichzeitig 
ird gezeigt, dai binnen der durch die Methode gesetzten Grenzen 
lie verschwundene OES. als FAS. vorgefunden werden kann, ein 
Beweis dafiir, daB der Schwund der OES. tatsiichlich durch ihre 
eduktion bedingt war und daf im untersuchten Gewebe der 
Shwund der OES. als ein Ma8 ihrer Reduktion angesehen 
erden kann. 

' Anlehnend an diese Resultate wurde von Banga ein weiterer 

ichtiger Versuch ausgefiihrt, der gestattet, unsere Theorie von 

iem neuen Blickpunkte aus zu kontrollieren. Unserer Theorie 
butsprechend ist es die Funktion des Systems Cytochrom, Atmungs- 
ement und O,, die Fumarsiiure zu OES. zu oxydieren. Setzt 
han also OKS. zu, so muf-man hierdurch, falls die Theorie richtig, 
las genannte System der Sauerstoffaktivierung bei der Atmung 
rsetzen kénnen. Die zugesetzte OES. muB8 mit dem Sauerstoft 

im den Wasserstoff der Nahrstoffe in Konkurrenz treten. Bei 

Lugabe von OES. mu also die Sauerstofiaufnahme des Gewebes 

tuthéren, Nur wenn OKS. den physiologischen Wasserstofiacceptor 

larstellt, darf erwartet werden, da sie mit dem natiirlichen 

Acceptor O, erfolgreich konkurrieren kann. A priori hatte sich 

lies nicht erwarten lassen, da doch OES. in vitro keine Elektro- 

iKtivit&t besitzt und kein Oxydationsmittel darstellt. 
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Die in dieser Richtung ausgefiihrten Versuche zeigten, dah 
auf Zugabe der OES. die ganze Sauerstoffaufnahme zum Stillstand§ 
kommt, und sogleich mit ihrer gewohnten Aktivitit wieder einset;h 
sobald die zugesetzte OES. reduziert wurde. Dies zeigt also, daif 
die OES. dem ganzen System der Sauerstoffaktivierung Aquivalenf- 
ist. Zugleich erbringt dieser Versuch den wichtigen Beweis, daif 
die zugesetzte OES. durch denselben Wasserstoff reduziert wirif 
der bei der Atmung letzten Endes durch den Sauerstoff verbranuf 
wird. Es ist also kein kiinstlicher, unphysiologischer Prozef, def 
zur Reduktion der OKS. fiihrt. Zugleich zeigt der Versuch, daif 


so wie dies auch bei anderen Dehydrasen der Fall, die Oxydatin 
der FS. durch ihr Oxydationsprodukt, die OES. gehemmt wird 
Diese Feststellung ist auch aus methodischen Griinden wichtig 


da sie es unnétig macht, die Reduktion der OES. unter Sauerstof-§ 
abschlu8 zu messen. Dementsprechend wurde auch gefunden, dai 
aerob und anaerob ausgefiihrte kurze Reduktionsversuche mit OK\— 
das gleiche Resultat ergeben. Der aerobe Versuch, dessen Charaktef 


physiologischer ist, scheint sogar noch giinstiger zu sein. 


Sodann beschiaftigt sich Banga mit dem RQ. des Muskelf 
gewebes. Sie zeigt, da& der RQ., der beim zerkleinerten, in Phos} 
phat suspendierten Muskel um 0,85 liegt, durch Zugabe von F\§- 
auf die Einheit oder etwas iiber 1 steigt. Dies ist ein nicht uf 
wichtiger Beweis dafiir, daB die FS. die Oxydation der Kohlenf 


hydrate vermittelt. 
Zum Schlusse berichtet Banga iiber einige vergleichent: 


Versuche mit verschiedenen Geweben. Sie findet, daB auch Rattenf 
muskel die OES. energisch reduziert. Etwas schwicher, aber noclff 
stets wohl ausgesprochen, ist der Schwund der OES. im Leberf 
gewebe. Sehr iiberraschend sind die mit den drei verschiedenafy 
bésartigen Geschwiilsten ausgefiihrten Versuche. Diese Gewelif 
greifen die OES. iiberhaupt nicht, oder nur spurenweise an, ob-— 
wohl sie im Respirometer deutlich Sauerstoff verbrauchen. Hiey 
scheint also in bezug auf die OES.-Reduktion zwischen normalen— 
und bésartigem Geschwulstgewebe ein wesentlicher Unterschied 21 


bestehen. 


Besonders merkwiirdig erscheint dieser Unterschied im Licht 
der nachfolgenden Untersuchung A. Blazs6s, der findet, daB sich 
das embryonale Rattengewebe in bezug auf OES. ihnlich verhilty 
wie das Geschwulstgewebe. Dasselbe ist auch noch bei der Gebut 
der Fall. Der Umschwung zum normalen Verhalten, d.h. zi 


Fumarkatalyse, erfolgt in den beiden ersten Wochen des exf 
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trauterinen Lebens. Die Bernsteinsiure wird durch embryonale 


Das Verhalten des embryonalen Gewebes sowie der Geschwiilste 


darstellt. 

Banga und Blazsos Arbeiten enthalten noch einige weitere 
Beobachtungen iiber den Werdegang des Hexosediphosphats in 
verschiedenen Geweben und enthalten Hinweise darauf, daB die 
Hexose bzw. die aus dieser entstehende ‘T'riose durch dasselbe 
Ferment zur Oxydation (Reduktion der OES.) und Fermentation, 
‘Reduktion der BRS.) aktiviert wird. 

In einem weiteren Abschnitte beschiftigt sich F. B. Straub 
mit der Decarboxylierung der OKS. im Gewebe. Dies geschieht 
mit Riicksicht auf die zahlreichen Theorien des intermediiren 
Stoftwechsels, die sich auf die noch nie bewiesene rasche kata- 
lytische Decarboxylierung der OES. griinden. Wire eine solche 
aktive Decarboxylierung bzw. eine entsprechend intensive $-Carb- 


oxylase im Gewebe tatsiichlich vorhanden, so kénnte die OKS. 


von Fxg wmoiglich die von uns angenommene katalytische Funktion be- 


icht un 
Kohlen-§ 


sitzen, sondern wiirde zu BRS. decarboxyliert werden. Unsere Ver- 
suche gaben keinen Anhaltspunkt fiir die Existenz einer solchen 
aktiven Decarboxylase, zeigten vielmehr, daB, falls ein soleches Enzym 
in dem von uns untersuchten Gewebe iiberhaupt vorhanden ist, seine 
Aktivitat unter unseren Versuchsbedingungen, verglichen mit der 
Aktivitiit anderer Vorgiinge der Hauptatmung, nur sehr gering sein 
und das Resultat unserer kurzen Bilanzversuche nicht wesentlich 
beeinflussen kann. 

In dem nachfolgenden Abschnitte wird von K. Laki die so 
srundlegende Frage der Donatoren der Atmung aufgeworfen. Die 
Frage war die nach der chemischen Natur der Substanz, die in 
unseren Atmungsversuchen dehydriert wird und durch ihren ab- 
gespaltenen Wasserstoff die OES. reduzierte und bei der Atmung 
letzten Endes den Sauerstoft verbraucht. Unsere langjihrige Er- 
fahrung auf diesem Gebiete gab uns keinen Anhaltspunkt dafiir, 
daB Milchsaure hierbei eine wesentliche Rolle spielt!). Die Atmung 


') Méglicherweise spielt die Milchsiiure bei der Atmung des Frosch- 
muskels eine gréBere Rolle. Die meisten Untersuchungen in dieser Richtung 
beziehen sich auf dieses Material. Nach den geliiufigen Schemen der Atmung 
wird fermentativ zunichst Milchsiiure gebildet, diese dann durch Eingreifen 
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der Muskelsuspension wird durch Lactatzusatz nicht, oder nur 
unwesentlich beférdert. Wird die Bildung von Lactat durch Fluorid 
oder Jodacetat unterdriickt, so wird die Atmung meistens nicht 
wesentlich vermindert. Verringert sich die Atmung auf Zusatz 
dieser Substanzen, so kann die verminderte Atmung nicht durch 
Lactatzusatz wieder erhéht werden. Sorgt man durch Fumarat- 
zusatz fiir eine ungestérte Respiration, so findet man sogar oft, 
daB der Zusatz von Fluorid oder Jodacetat die Atmung nicht nur 
nicht hemmt, sondern sogar erhéht als Zeichen dafiir, dab durch 
Unterdriickung der Milchsiiuregiirung das Substrat der Atmung 
geschiitzt wurde. Die zum gewaschenen oder ungewaschenen 
Muskelgewebe zugesetzte Milchsiure vermag auch nicht die Reduk.- 
tion der OES. zu beférdern. Daf Milchsiure als Donator bei 
der Atmung unseres Muskels keine wesentliche Rolle spielt, zeigt 
auch der Umstand, daB die dehydrierende Aktivierung des Lactats 
durch 50 mg-°/, BRS. weitgehend unterdriickt wird, wiihrenddessen 
dieselbe Konzentration dieser Substanz die Sauerstoffaufnahme 
nicht wesentlich hemmt. 

Die Reduktion der OES. am gewaschenen Muskel konnte durch 
Hexosediphosphat, Robisonester oder Glycerinaldehyd — besonders 
in Gegenwart von Co-Ferment — stark beschleunigt werden. Alle 
anderen Donatoren, Glucose, Glykogen, Milchsiure, Dioxyaceton, 
a-Glycerophosphat, Athylalkohol und Zitronensiiure waren inaktiy. 

Laki findet nun, daB bei der Reduktion der zugesetzten 
OES. stets nicht unwesentliche Mengen von BRS. entstehen. 
Diese BRS. konnte unmdéglich durch Decarboxylierung der OES. 
gebildet werden. Die Menge der BRS. stieg in den ersten Minuten 
der Bebriitung, um dann spiter gleich zu bleiben oder abzufallen. 
Fiir diesen Abfall muBte ein Schwund der BRS. verantwortlich 
gemacht werden. Um also in die quantitativen Verhiltnisse 
eine bessere Einsicht zu gewinnen, muBte die Umsetzung der 
BRS. hintangehalten werden. 

In Muskelextrakten sind die Resynthesen, die z. T. an die 
, otruktur“ gebunden sind, geringer als im Muskel. Den- 
entsprechend findet Laki, da8 im Extrakt mehr BRS. auf OES. 


der Oxydation wieder zum Schwunde gebracht. Diese Sequenz der Vorgiinge 
entspricht der Lebensweise des Frosches, der oft lange Zeit ohne Sauerstofi 
leben kann, wenn ihm spiter nur die Gelegenheit geboten wird, sich an der 
Luft zu regenerieren. Dasselbe scheint aber fiir den Warmbliiter nicht zu- 
zutreffen, der vielmehr unmittelbar vom Sauerstoff, d. h. von oxydativen 
Prozessen abhiingig ist und keine liingere Zeit auf Rechnung fermentativer 
Prozesse leben kann. 











er nur 
‘luorid 
s nicht 
Zusatz 
durch 
marat- 
ar olt, 
ht nur 
durch 
tmung 
shenen 
teduk- 
or bei 
, zeigt 
sactats 
lessen 
nahme 


durch 
onders 
. Alle 
.ceton, 
raktiv, 
etzten 
tehen. 

OES. 
inuten 
fallen. 
ortlich 
[tnisse 


g der 


in die 
Dem- 
OES. 


rgange 
lerstoti 
an der 
eht zu- 
lativen 


tativer 





‘ber die Bedeutung der Fumarsiure fiir die tierische Gewebsatmung. 113 


Zusatz erhalten wird, als im zerkleinerten Muskel. Bei kurzer 


| Versuchsdauer sind sogar die gebildeten Mengen der BRS. der 
gleichzeitig reduzierten OES. aquivalent. 


Der Schwund der BRS. konnte noch weiter durch Zusatz 


‘yon Arsenit unterdriickt werden [H. A. Krebs')]. Bei Arsenit- 
-qusatz wird zwar auch die Reduktion der OES. vermindert, aber 
| die Ubereinstimmung zwischen BRS,-Bildung und OES.-Schwund 


kann unter Verwendung dieser Substanz auch auf lingere Perioden 
ausgedehnt werden. 
Ks lage an der Hand, die gefundene Bildung iquivalenter 


_ BRS. der Decarboxylierung der OES. zuzuschreiben. Gleichzeitig 


konnte aber auch die Bildung iiquivalenter Menge FAS. nach- 


'gewiesen werden, ein Beweis, daB die OES. nicht durch De- 
' carboxylherung verschwunden ist, sondern durch das Gewebe redu- 
‘ziert wurde. Die BRS. konnte also nicht aus der zugesetzten 
OES. entstanden sein, sondern muBte sich aus einer dritten Sub- 
Fstanz mit drei C-Atomen durch Oxydation mit je zwei Aqui- 
‘yalenten pro Molekiil bilden. 


Diese dritte Substanz ist der Wasserstoffdonator der OES.- 


Reduktion und somit auch das Substrat der durch FS. kataly- 
sierten Atmung unseres Gewebes. Aus dem Gesagten geht hervor, 
‘dai sie nur eine Triose sein konnte. 


Diese Versuche geben auch ein Beispiel dafiir, dai eine 


/klare Antwort auf derartige Fragen des intermediiiren Stoff- 
'wechsels nur durch ganz kurze (83—-5 Minuten) bilanzmibig aus- 


cefiihrte Versuche erhalten werden kann. 
Ks fragte sich endlich, ob die FS.-Katalyse sich nur auf den 


| Muskel beschrinkt, oder aber auch in anderen Geweben nach- 
'Weisbar ist. Banga zeigte bereits, dab auch die Leber OES. 


zum Schwunde zu bringen vermag. In unpublizierten Versuchen 
zeigte sie auch, da mit Hilfe des Hydrazin-Abfangverfahrens 


pie Bildung von OES. aus FS., ebenso wie im Muskel, in der 


Leber nachzuweisen ist. Dies wies bereits darauf hin, daf die 
IS. auch in den Atmungsvorgiingen der Leber eine bedeutende 
Rolle spielt. Immerhin aber schien es wiinschenswert, die Funk- 


‘ton der FS. in diesem Organ mit Hilfe eines bekannten H-Dona- 
‘tors zu untersuchen. Aus diesem Grunde unterzog Annau in 


der folgenden Mitteilung die Oxydation der BRS. im iiberlebenden 
Lebergewebe einer Untersuchung. 


') Diese Z. 217, 191 (1983). 
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Annau zeigt, daB die Oxydation der BRS. in der Lebe 
tatsichlich durch FS. vermittelt wird. In dieser Arbeit werdey 
sehr merkwiirdige Befunde erhoben, die vielleicht auf den Mechanis. 
mus der Acetonogenese ein Licht werfen. Wie bereits Embdey 
zeigte und wie Annau bereits friiher bestitigen konnte?), vermag 
das Lebergewebe BRS. in Aceton umzusetzen. In vorliegender 
Arbeit wird gezeigt, daB, falls durch Zugabe von FS. fiir die un. 
gestérte Funktion des Fumaratsystems gesorgt ist, pro Mol. BRS. 
je ein Atom Sauerstoff aufgenommen wird. In diesem Falle kan 
bei gleichzeitiger Decarboxylierung die BRS. wieder in ein Kohlen. 
hydratisomeres iibergehen. Kann aber das Fumaratsystem weger 


Mangel an FS. seine Funktion nicht ungestért ausiiben, so wirlf 


weniger als ein 0 pro Mol. BRS. aufgenommen und es entsteht Aceton, 

Zuletzt wird durch Laki, in Ergiinzung unserer II. Mittlg, 
der noch ausstehende Beweis erbracht, daB das primire Produkt 
der Oxydation der Bernsteinsiiure an der Succinodehydrase die 
FS. ist. Am selben Ferment wird hydrierend auch nur FS,, nicht 
hingegen AS. aktiviert. Die Lehmannschen Angaben iiber 
fumarasefreie Succinodehydrase werden bestatigt”). 

Zum Schlusse sei es mir gestattet, einige Worte iiber das 
Verhiltnis der Oxydation und Girung hinzuzufiigen. Unsere Ver. 
suche zeigen, daB der H-Donator der OKS.-Reduktion und somit 
der durch Fumarase katalysierten Atmung das Kohlenhydrat ist. 
Dies geht aus der Messung des RQ. durch Banga hervor. Die 
Versuche Lakis zeigen, da8 unmittelbar eine Triose (oder Triose- 
phosphorsiure) oxydiert wird. 


1) Diese Z. 224, 141 (1934). 

*) Es ist nicht gegliickt, ein fumarasefreies Priiparat herzustellen, das 
OES. mit geniigender Intensitiit reduzierte, und hiermit die Frage de: 
primiren Produktes der OES.-Reduktion und somit auch die Frage de 
biologischen Funktion der Fumarase definitiv zu lésen. Nachdem aber 
OES. durch chemische Mittel stets zu AS. und nicht zu FS. reduziert wird 
so ist dies aller Wahrscheinlichkeit nach auch im Muskel der Fall. 

In unserer II. Mittlg. zeigte Laki bereits, da8’ im Muskel nur die 
FS., nicht hingegen AS. zu OES. oxydiert wird. Dies lift die Funktion 
der Fumarase doch mit groBer Wahrscheinlichkeit angeben. Die Funktion 
dieses Fermentes ist es anscheinend, die durch Reduktion der OES. ent 
standene AS. in FS. zu iiberfiihren und somit zur erneuten Oxydation 2 
befihigen. Die Fumarkatalyse stellt also keinen einfachen Wechsel vou 
FS.-OES., sondern einen Zyklus dar: 

Fumarat ———————->_ Oxalacetat 


Fumarase ~_ k 
~ Malat ° 
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Meyerhofs Arbeit iiber den Hauptweg der Milchsiuregirung 
des Muskels zeigt, daB die Girung eigentlich eine Oxydation der 
Triose durch BRS. darstellt. Die Atmung ist nach unseren Unter- 
suchungen eine Oxydation der Triose durch OES. Hieraus geht 
hervor, daB Atmung und Garung identische Vorgiinge sind mit 
dem Unterschied, dab bei der Girung als H-Acceptor BRS., bei 
der Atmung als H-Acceptor eine Carboxy-BRS., d.h. OES. dient. 
Die Natur scheint bei der Atmung das System der Girung bei- 
behalten zu haben, sie hat nur das als Acceptor dienende BRS.- 
Molekiil mit einer Carboxylgruppe beschwert, hierdurch der Re- 
synthese zu Kohlenhydrat entzogen und somit zu einer katalytischen 
Funktion befihigt'). 

Hierdurch wird auch ein neuer quantitativer Zusammenhang 
der Atmung und Giirung (Pasteursche Reaktion) deutlich. BRS. 
und OES. miissen fiir den aktivierten Wasserstoff in Konkurrenz 
treten. Bei SauerstoffabschluB wird keine OES. gebildet. Anaerob 
steht nur BRS. als Acceptor zur Verfiigung und das Kohlen- 
hydrat kann nur fermentativ abgebaut werden. Aerob hingegen 
wird OES. gebildet, die nun mit der BRS. in Konkurrenz tritt, 
s) daB sich die Vorgiinge der Oxydation zu verschieben. 

Aus dem Blickpunkte dieser Versuche scheint es auch, daf 
das eigentliche System der Oxydation bzw. Sauerstoffaktivierung 
‘Atmungsferment, Cytochrom) nicht direkt oxydativ in den Kohlen- 
hydratzyklus eingreift, sondern sich in seiner Funktion auf die 
Oxydation der beiden analogen Reduktionsprodukte, Apfelsiure 
(iiber Fumarat) und Milchséure beschrinkt. 

In dem nachfolgenden experimentellen Teil werden die Be- 
stimmungsmethoden ausfiihrlich beschrieben. Jedoch werden der 
Kiirze halber von sonstigen Versuchen nur Beispiele gegeben. 
Die zitierten Versuche wurden aber so oft ausgefiihrt, bis wir 
uns von der Realitiit ihrer Ergebnisse tiberzeugten. 

Zuletzt méchte ich nun darauf hinweisen, daB vorliegende 
Arbeit die einfache Messung einer neuen charakteristischen GréBe 
des respiratorischen Stofiwechsels erméglicht. Nachdem die OES. 
vorwiegend durch Reduktion verschwindet, kann der Schwund dieser 


1) Durch den Eintritt der zweiten Carboxylgruppe erhalten auch die 
beiden mittleren C-Atome besondere Eigenschaften, die méglicherweise fiir 
die katalytische Funktion von Bedeutung sind. Wie ich bereits friiher 
darauf hingewiesen habe, gibt es in der Natur nur eine Substanzgruppe, 
in der es in einem minimalen Volumen zwei benachbarte C-Atome gibt, die 
beide zugleich a- und @-C-Atome sind: die 4 C-atomigen Dicarbonsiiuren. 
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Substanz binnen gewisser Grenzen als MaB ihrer Reduktion be. 
trachtet werden. Der Schwund lift sich mit den beschriebenen 
Methoden leicht in genauer Weise verfolgen. Die OES.-Reduk. 
tion gibt die Menge des in der Zeiteinheit labilisierten und 
iibertragbar gemachten Wasserstoffes. In der Thunbergschen 
Methode, bei der relativ geringe Mengen von Farbstoffen reduziert 
werden, wird mehr die Intensitit des Reduktionsvermégens der 
Gewebe gemessen. Diese wird aber auch nicht eindeutig zum Aus. 
drucke gebracht. Bei der Verwendung der OES. als Indicator 
hat man weiterhin den Vorteil, mit dem natiirlichen Acceptor der 


Gewebe zu arbeiten. 

Ks ist mir ein Vergniigen, diese Besprechung mit dem Aus- 
drucke meines Dankes an Herrn Prof. St. Szegedy fiir sein Mit- 
arbeiten und seine wertvollen Ratschlige zu schliefen. 


Methoden. 

Die allgemeine Methodik unserer Versuche glich anniihernd der unserer 
vorhergehenden Mitteilung. 

Als Material diente, wo nicht anders hervorgehoben, auch hier der 
Brustmuskel der Taube. Die Tiere wurden durch Decapitieren getétet, der 
Brustmuskel sogleich ausgeschnitten und das Gewebe in der auf 0° vor. 
gekiihlten Latapie-Mihle gemahlen. (Kigenschaften und Dimensionen 
des Breies vgl. II. Mttlg. S. 16.) Der Brei wurde sogleich im eisgekiihlten 
2,65/15 M Sérensen-Phosphat von p;, 7 suspendiert. Auf je 1 g Muskel 
wurden 3ml Phosphat gebraucht. Diese Suspension wurde dann mit einer 
graduierten Pipette zum Versuch verteilt. Vor dem Pipettieren wurde die 
Suspension mit einem elektrischen Riihrer einige Sekunden energisch durch- 
geriihrt, wodurch die Muskelteilchen sich in der Lésung gleichmiBig ver- 
teilten und ein genaues Pipettieren (+6°/,, gemittelter Fehler +3°/,) er- 
moéglichten. 

Zum Versuch wurde stets 1,5 ml dieser Suspension verwendet und 
mit Wasser oder sonstigen Zusiitzen auf 4 ml verdiinnt. Die Endkonzen- 
tration des Phosphates war also m/15. Die zu einem Versuch gebrauchte 
Menge des Muskels war 0,4 g. Die also zubereiteten Suspensionen wurden 
unverziiglich zum Versuch herangezogen. 

Die respirometrischen Versuche wurden, abgesehen von _ besonders 
hervorgehobenen Ausnahmen, im Warburgschen Respirometer ausgefiihrt. 
Die Hihne wurden nach den ersten 10 Minuten geschlossen, die zur Er- 
reichung des Temperaturgleichgewichtes nétig waren. ¢ = 87°C. 

Zum Zwecke sonstiger Versuche wurde die Suspension in kleine 
50 ml-Erlenmeyerkélbchen eingetragen. Kélbchen und Respirometer wurden 
in gleicher Weise im Wasserbade von 37° C versenkt und geschiittelt. 

Zur Enteiweifbung wurde auf je 4 ml der Suspension 0,5 ml 10°/, ige 
H,SO, und 0,5 ml 10°/,iges Natriumwolframat zugesetzt, die Mischung durch- 
geschiittelt, zentrifugiert. Die klare Lésung wurde dann zu den weiteren 
Bestimmungen verwendet. 
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isoliert und mit Hilfe der Elementaranalyse als o-Oxybenzal-BRS. identifiziert. 
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Quantitative Methoden zur Untersuchung der Fumarsaurekatalyse. 


Von 
F. B. Straub. 


Mit 5 Figuren im Text. 


Bestimmung der BRS. mit Salicylaldehyd ’”). 


Reagentien: 1. 2 Vol.-Prozent Salicylaldehyd (synth. Kahlbaum) in 
100 ml 96°/,igem Alkohol. 2. KOH-Lésung, hergestellt aus 100 g KOH und 
60 ml Wasser. 


Ausfiihrung der Reaktion: Zu 1 ml der zu untersuchenden, mit 
Wolframsiiure-Schwefelsiure enteiweiBten Muskelsuspension — die nicht 
mehr als 0,5 mg BRS. enthalten soll (enthilt sie mehr, so mub sie mit 
Wasser entsprechend verdiinnt werden) — wird 1 ml KOH und 0,5 ml 
Salicylaldehyd-Lésung gegeben, griindlich durchgeschiittelt und im Wasser- 
bade von 37° 10 Minuten lang gehalten. Dann wird auf Zimmertemperatur 
abgekiihlt, vom ausgeschiedenen Kaliumsulfat zentrifugiert und binnen 
1 Stunde colorimetriert. (Zur Colorimetrierung gebrauchten wir stets das 
Pulfrich-Stufenphotometer von Zeiss und eine Kiivette yon 0,1 em Dicke). 
Ist auch OES. anwesend, so mufB man nach AbschluB des Versuches die 
Reaktion méglichst rasch ausfiihren, da sonst die OES. zu BRS. decarboxy- 
liert wird. Bei stark alkalischer Reaktion, nach Zufiigen der Lauge, ist 
die OES. stabil. 

Da auch die Reagentien eine Farbe zeigen, muB8 eine Reagentien- 
kontrolle eingestellt werden. Diese leere Probe wird entweder als 
Vergleichsfliissigkeit in die zweite Kiivette des Photometers gebracht, 
oder ihre Extinktion wird gegen Wasser bestimmt und dann in Abzug 
genommen. 

Aus dem Spektrogramm der Salicylverbindung der BRS.*) und des 
Reagens geht hervor, daB zur Auswertung der Farbe sich das Lichtfilter S 47, 
mit der mittleren Wellenlinge 470 uu am besten eignet. Extinktion und 
Konzentration der BRS. zeigen keinen linearen Zusammenhang, so da sich 


1) Meistens findet man, da8 auch Oxalessigsiiure mit Salicylaldehyd 
eine Firbung von schwankender Intensitit gibt. Diese Farbe ist durch 
die in OES.-Priiparaten anwesende oder beim Auflésen entstandene BRS. 
bedingt. Unsere eigenen Priiparate enthielten je nach ihrem Alter 1—5°/, BRS. 
Fillt man die OES. aus ihrer Lésung mit Ba(OH), mehrmals um, so ver- 
schwindet die Firbung mit Salicylaldehyd, da die BRS. von Ba(OH), nicht 
cetillt wird. 

*) Die bisher beschriebenen zahlreichen Methoden der LRS-Bestim- 
mung entsprachen nicht unseren Anforderungen. Ihre Zusammenfassung 
vgl. E. B. Wendel, J. of Biol. Chem. 94, 717 (1932). 

*) Das Reaktionsprodukt der BRS. und des Salicylaldehyds wurde 
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kein Extinktionskoeffizient angeben liBt. Das Resultat der Ablesungey 
wird mit Hilfe einer durch bekannte BRS.-Mengen hergestellten empirischen 
Kurve ausgewertet. 

Die Probeanalysen aus Wasser sind in folgender Tabelle angegeben, 
Die erste Kolumne gibt die pro ml zugesetzte Menge von BRS. in meg 
(rekrystallisiertes Natriumpyruvat). Die zweite Kolumne gibt die gefundene 
Menge, die dritte den Prozent-Fehler. 





+6 


0,057 +8 0,16 


0,17 




















0,053 

0,053 0,053 0 0,26 0,24 a: 
0,10 0,095 ~<f 0,26 0,24 _ 
0,10 0,095 ail 0,32 0,33 +38 
0,13 0,18 0 0,32 0,34 +5 
0,13 0,13 0 0,64 0,62 =~ 
0,16 0,17 +6 0,64 0,66 +3 


Aus dieser Tabelle geht hervor, dab die Methode in wiiBriger Lisung 
iiuberst genaue Werte gibt, deren Fehlergrenze selbst bei den geringsten 
BRS.-Mengen 8°/, nicht iiberschreitet. 

Wurde Muskelsuspension in der iiblichen Weise enteiweibt und die 
BRS. dem Filtrate zugesetzt, so konnte sie hier mit derselben Genauigkcit, 
wie in reinem Wasser, bestimmt werden. 

Die Probeanalysen aus Muskelsuspension sind nachstehend mitgeteilt. 
Die erste Kolumne gibt die auf je 4 ml Muskelsuspension zugesetzte Menge 
BRS. in mg. Die zweite und dritte Kolumne gibt die zusammengehorigen 
Werte einer Parallelbestimmung. Die nichste Kolumne gibt den gemittelten 
Wert der drei unabhingigen Versuche. Die letzten Kolumnen geben den 
Verlust in mg und °%,. 

Die Muskelsuspension wurde nach Zugabe der BRS. 1 Minute lang 
geschiittelt. Dann wurde enteiweiBt. 

















0,5 0,25 0,21 
0,21 0,21 0,22 0,28 mg 56°/, 
0,21 0,25 

1,0 0,58 0,58 
0,58 0,58 0,59 0,41 41 
0,58 0,63 

1,5 1,05 1,06 
1,00 1,00 1,04 0,46 30 
1,05 1,06 

2,0 1,44 1,44 
1,50 1,50 1,42 0,58 29 
1,33 1,33 

2,5 2,02 2,17 . 
1,87 1,87 1,81 0,69 28 
1,50 1,44 

3,0 2,40 2,30 2,26 0,74 25 
2,20 2,15 
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Aus der Tabelle geht hervor, daf der Muskel stets eine 
nicht unbetrachtliche Menge der BRS. bindet. Andere Ent- 


' eiweiBungsmittel, die wir erprobten, gaben auch keine bessere 


Ausbeute, so daB angenommen werden kann, daB die verschwundene 
BRS. durch den Muskel fest gebunden ist. Die absolute Menge 


F der gebundenen BRS. steigt mit ihrer zunehmenden Konzentration. 


Jhre Prozentmenge sinkt mit steigender Konzentration. Diese Werte 
jJassen sich in eine Kurve zusammenfiigen, auf Grund derer sich 


die Versuchsresultate korrigieren lassen. Die Menge der absor- 
/)ierten BRS. ist nicht bei allen Muskelpriparaten gleich. Die 
| maximale Abweichung vom Mittelwert betrigt 20°/, (bei 2,5 mg). 


Bei den meisten Muskelpriparaten jedoch ist die absorbierte 
Menge konstant, so daB die Abweichung vom Mittelwerte die 


~Fehler der Methode selbst nicht wesentlich iiberschreitet. Der 


} 
/ 


juittlere Fehler einer Bestimmung ist 10°/,. 


Bestimmung der OES. mit Hydrazin’). 


Bevor wir an die,Ausarbeitung der Methode herantraten, muBten wir 


/uns iiber die Bestindigkeit der OES. in Wasser orientieren. Quantitative 


Angaben iiber die spontane Decarboxylierung der OES. in wiBriger Lésung 
sind spiirlich. Nach Ostern?) decarboxyliert OES. bei Zimmertemperatur 
jn 1 Stunde bis zu 20—30°/,. Nach H. Wieland’) ist die Decarboxylierung 


| bei 27° selbst in mehreren Stunden unbedeutend. Nach Hahn und Haar- 


mann‘) werden bei 38° in 5 Stunden 25°/, der OES. decarboxyliert. Wir 
untersuchten die Decarboxylierung bei 37° als Funktion des py und bei 
Py 7 als Funktion der Zeit. 

Abhingigkeit vom py. 100 mg OES. wurden in 50 ml Wasser 


'gelist, sogleich mit Na,CO, neutralisiert. Teile dieser Lésung wurden zu 


gieichen Teilen mit Phosphatpuffer versetzt. Der Puffer, der sich von py 1 
bis 14 erstreckte, wurde durch Mengen von molarer Phosphorsiiure mit 
n-NaOH erhalten. Der py der so gepufferten OES.-Lésungen wurde kon- 


‘trolliert. Die Mischung wurde 30 Minuten lang im Wasserbade von 37° 


gehalten, dann wurde die BRS. mit der Salicylaldehydmethode bestimmt. 


Das Resultat des Versuches ist in nachstehender Fig. 1 dargestellt. Die 


‘) Ein Teil der gebrauchten OES. wurde in unserem Laboratorium 


‘nach der Methode von Wohl u. Osterlin [Ber. chem. Ges. 34, 1139, 
(1901)] ttber Oxyfumarsiure hergestellt. 


Ein Teil der OES. wurde uns in freundlicher Weise durch die 
1G. Farbenindustrie A.-G., Frankfurt a. M., Héchst, iiberlassen. Dieselbe 
Firma hat sich bereit erklirt, beschrinkte Mengen der Substanz auf An- 


'frage als Laboratoriumspriparat abzugeben. 


*) Diese Z. 218, 183 (1933). 
‘’) Liebigs Ann. 436, 231 (1924). 
‘) Z. Biol. 87, 465 (1928); 89, 563 (1930). 
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Abszisse gibt py, die Ordinate die decarboxylierte in Prozent der x 


gesetzten OES. Wie aus der Kurve ersichtlich, zeigt die Decarboxylieruy 
Dieses entspricht in seiner Lage duff 


zwischen py 2—3 ein Maximum. 


ersten Dissoziationskonstante OES. (2,5-107%). Der mit 1/15 mol. Phosphy 


und 0,1 mol. Citratpuffer wiederholte Versuch gab dasselbe Resultat. Dif 
erhaltenen Werte waren also durch den py und nicht durch das Phospha-§ 


Anion bedingt. Aus methodischen Griinden ist es von Wichtigkeit, dab in 
starker Lauge tiberhaupt keine Decarboxylierung stattfindet. 


Zeitlicher Ablauf der Decarboxylierung bei py 7. 0,1°/) OSE 
Die BRS. wurde in verschiedennf 
Zeitabschnitten in der Lésung mit der Salicylaldehydmethode bestimm § 
Resultat vgl. Fig. 2 (Ordinate Prozent Decarboxylierung, Abszisse Zeitf 


Qn 0 
ts 


in 1/15 mol. Phosphat von py, 7, f = 
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in Minuten). Die pro ml gefundene BRS. ist auch in Kolumne 2 der nach: 
stehenden Tabelle notiert. 


Kolumne 3 derselben Tabelle wiedergegeben }). 





Aus diesen Zahlen wurde die ReaktionskonstantJ 
der Decarboxylierung als monomolekularer Reaktion berechnet und if 




















Zeit BRS. ‘ Zeit BRS. : 
; A ; A 
in Min. in mg in Min. in mg 
0 0,082 5,4°1078 40 0,172 4,1-107° 
10 0,120 50 0,197 4,4-1075 
20 0,127 4,6-1073 60 0,226 5,0-10~ 
30 0,150 4,2-10—% 120 0,343 4,6-10°° 


Die Bestindigkeit der berechneten A zeigt, daB die Decar)¥ 
oxylierung der OKS. eine monomolekulare Reaktion darstellt. Enf 


zweiter Versuch fiihrte zum gleichen Ergebnis. 


1) Zu Beginn des Versuches enthielt die OES.-Lisung bereits ein 


geringe Menge BRS. Aus der Kurve der Decarboxylierung wurde durclf 


Extrapolieren berechnet, wieviel Zeit nétig gewesen wiire, falls diese BRSE 
durch spontane Decarboxylierung zustande gekommen wire (30 Minuten. 
Diese Zeit wurde bei Berechnung der X zur aktuellen Beobachtungszeit addicrt 
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der nach: 
‘konstante 


tf und if ; : ; A ” 
wird dann im Colorimeter mit der zu bestimmenden OES.-Lésung ver- 


_glichen. Wir selber sind bei unseren Versuchen so vorgegangen, da8 wir 
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1-107° 
4-10 ° 
0-107” 
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| colorimetriert. 
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Methode. 
Reagentien. 1. 3,5 g Hydrazindichlorhydrat wird in 30 ml Wasser 
gelist. Dann wird 100 ml 96°/,iger Alkohol zugesetzt. 2. Gesiittigte 


| NaNO,-Lésung. 3. KOH-Lésung, hergestellt aus 100g KOH, und 60 ml 


Wasser. 


Ausfiihrung der Reaktion. 1ml des mit Wolframat und Schwefel- 
siure iiblicherweise enteiweiBten Filtrates, das nicht mehr als 2mg OES. 
enthalten soll, wird in einem relativ weiten Reagenzglas mit 1,4 ml des 


_Hydrazinreagens’ versetzt, dann 15 Minuten lang im Wasserbade von 37° 


stehen gelassen. Dann wird 3 Minuten in Eiswasser gekiihlt. Aus dem 
Wasserbade entnommen, wird die Probe mit 0,1 ml der Nitritlésung ver- 
setzt und durchgeschiittelt. Nach 5 Minuten gibt man 1,0 ml der KOH- 
Lisung zu und zentrifugiert. Die erhaltene klare, gelbrote Fliissigkeit wird 
Wir gebrauchten stets das Zeiss-Pulfrichsche Stufen- 
photometer mit einer Kiivette von 0,246 cm Durchmesser und das Licht- 
filter S43 mit der mittleren Wellenlinge 430 uu. Eine Reagentienkontrolle 
braucht man bei dieser Bestimmung nicht anzustellen, da die Reagentien 
selbst keine Farbe zeigen. 


Spezifizitit und Reaktionsmechanismus der Methode vgl. Einleitung, 
8. 108. 


Zur Auswertung der colorimetrischen Ablesungen wird eine bekannte 


-und entsprechende Menge der priparativ hergestellten Nitroso-pyrazolon- 
_ carbonsdure bei 20° in einer Mischung gelést, die in ihrer Zusammensetzung 
| der enteiweiBten Muskelsuspension entspricht (15 ml 2,65/15 M. py 7 Phospat- 


puffer plus 5 ml 10°/, H,SO,, 5 ml 10°/, Na,.WO,, 25mlH,0). Von dieser 


_Pyrazolones. Lésung wird dann 1 ml entnommen, und mit den gleichen Zu- 


siitzen erginzt, wie die zu bestimmende Lisung. Diese Pyrazolones. Liésung 


die Extinktion verschieden konzentrierter Pyrazoloncs. Lésungen bestimmten 
und in ein Koordinatensystem eintrugen. In dieser Weise erhilt man eine 
Gerade, da Extinktion und Konzentration der Pyrazolonlésung in den ge- 
messenen Bereichen proportional sind. Der OES.-Gehalt der zu_be- 


stimmenden Lésungen kann dann, nach Bestimmung ihrer Extinktion am 


obigen Koordinatensystem unmittelbar abgelesen werden. 


Zur Probeanalyse wurden bekannte Mengen von OES. in der obigen 
Reagentienmischung aufgelést. Als Beispiel ist das Resultat zweier Serien 
in nachstehender Tabelle wiedergegeben. Die erste Kolonne gibt die ab- 
gemessene Menge der OES., die zweite und vierte die gefundene OES., die 


dritte und fiinfte den Prozentfehler. Bei der Berechnung des Prozentfehlers 
wurde fiir die OES. korrigiert, die nach Zubereitung der Lésungen, vor 
der Ausfiihrung der Bestimmung decarboxylierte. 
wurde durch die gleichzeitige BRS.-Bestimmung ermittelt. 
die erste Serie 5,2°/,, fiir die zweite 9,7°/,. Diese Zahlen zeigen, da8 man 
die OES.-Bestimmung nach Zubereitung der saueren Muskelfiltrate méglichst 


Diese Menge der OES. 
Sie betrug fiir 


rasch vornehmen soll, um den Verlust durch Decarboxylierung méglichst 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIV. 9 
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einzuschrinken, da die Reaktion dieser Liésungen die Decarboxylierung 














begiinstigt. 
1,345 1,21 — 4,8 1,21 + 0,7 
1,177 1,07 ~ $2 1,32 — 1,8 
1,009 0,97 + 0,9 0,92 + 1,4 
0,841 0,81 +1,7 0,78 + 2,8 
0,678 0,64 — 0,3 0,59 + 2.0 
0,504 0,48 + 0,2 0,43 — 1,7 
0,336 0,31 — 1,9 0,31 + 2,0 








Wie aus der Tabelle ersichtlich, gibt die Methode bei den 
angegebenen Konzentrationen ein befriedigendes Resultat. De 
mittlere Fehler einer Beobachtung ist rund 2°/,. 

Nun wurden die Bestimmungen in enteiweiBten Muskelfiltraten wieder. 
holt, um zu sehen, ob diese keine Substanzen enthalten, die die Bestin. 
mung stéren. Es wurde je 1 mg OES. pro ml zugesetzt. Wiedergefunden 
wurden an mg 0,96; 0,95; 0,91; 0,93; 0,96; 0,93; 0,95; 0,95; 0,96; 0,96. 

Die zugesetzte OES. wurde also mit dem geringen Verlust von 0,05 mg 


zuriickgefunden. Das Filtrat enthilt also keine Substanzen, die die Bef 


stimmung wesentlich stéren. 


Wie von BRS., so wird auch von OES. ein Teil durch die 


Muskelsuspension gebunden und somit der Analyse entzogenf 


Um die gebundene Menge der OKS. festzustellen, muBten die 


Versuche bei 0° C ausgefiihrt und damit verhindert werden, daif 


die Reduktion die Adsorption stért. 


Diese Analysen aus Muskel wurden folgenderweise ausgefiihrt: Es— 


wurden eiskalte Muskelsuspensionen — wie iiblich — dargestellt. Auf je 
4 ml der Suspension wurden verschiedene Mengen von OES. zugesetzt und 


nach 1, 8, 7, 18 Minuten langem Stehen im Eis enteiweiBt, danach auf OES§ 


untersucht. Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengestellt. Die 


erste Kolumne gibt die zugesetzte OES. in Milligramm (auf 4 ml Muskel-§ 


suspension berechnet), die zweite die Zeit in Minuten, nach der die Muskel. 


suspension enteiweiBt wurde. Die dritte Kolumne gibt die zuriick§ 
gefundene Menge der OES. in Milligramm. Da diese Werte keine Abnahme 
in der Zeit zeigen, — als Zeichen dafiir, daB die Adsorption in der ersten} 
Minute schon beendet ist und eine Reduktion nicht stattfindet — so wurde 
die auf eine Konzentration beziiglichen Werte gemittelt und der Verlust inf 
Milligramm in der vierten Kolumne, der Prozentverlust in der letzten} 


Kolumne dargestellt. 


Wie aus der Tabelle (S. 123) ersichtlich, nimmt der Prozent-f 


verlust mit abnehmender Konzentration zu. Die Resultate kénnen 
in einer Kurve so zusammengestellt werden, dab der Verlust der 
Konzentration entgegen aufgetragen wird und so die Korrektu 
direkt abgelesen werden kann. 
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1,5 0,90 
0,90 
0,90 
0,90 


1,99 
2,16 
1,94 
1,74 


3,29 
3,34 
2,86 
2,80 


4,85 
4,95 
4,75 
4,85 


6,31 
6,25 


0,60 40 


3,0 


—_ 
Walder Walwre 


1,02 34 


pd 


1,42 28 


—_ 


Oem Wel Wre Wel ® = 


6,0 


1,15 19 


— 














1,22 16 


Bestimmung der ]-Apfelsdure 


Walden’) machte die Beobachtung, daB das Drehungs- 
verméget. der 1-Apfelsiiure durch Zusatz von Uranylsalzen stark 


-erhéht wird. Bei optimaler Uranylkonzentration und optimalem 


} erreicht die spezifische Drehung einen Wert von — 475°. 
Auch Milchsiiure und Weinsiiure geben mit Uranylsalzen kom- 
plexe Verbindungen. Erstere interessiert uns bei den Be- 
Wir fanden mit d-Zinklactat in einer 
kKonzentration von 2 mg Milchsiure/ml «2° + 45°. Da dieser 
Wert zehnmal geringer ist als die spezifische Drehung der 
|-Apfelsiiure, und sich auch die Konzentration der Milchsiure 
bei unserer kurzen Versuchsdauer nicht wesentlich indern kann, 
kjnnen Konzentrationsverschiebungen der Milchsiure keinen 
wesentlichen Fehler bedingen. 

Zur quantitativen Bestimmung der AS. wurde die erwiihnte 
Beobachtung zuerst von R.A. Yoder?) und K. Ohta?) angewendet. 


wurde die Ausfiihrung der Bestimmungsmethode noch nicht streng 
lestgelegt. Wir arbeiteten folgenderweise: 


Die AS. enthaltende Muskelsuspension wurde wie sonst mit Schwefel- 
15—20 ml des Filtrates wurden mit Soda 


') Ber. chem. Ges. 30, 2889 (1897). 
*) Z. f. Nahrungs- und GenuBmittel, 22, 329 (1911). 
*) Biochem. Z. 44, 481 (1912). 
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neutralisiert, bis die Fliissigkeit Kongo nicht mehr blau firbte, aber noch 
lackmussauer reagierte. Dann wurde auf je 10ml mit ungefiahr 0,6 ¢ 
Uranylacetat versetzt, auf dem Wasserbade oder in der Kite gesiittigt, das 


ausgeschiedene Uranylphosphat abfiltriert und die klare Fliissigkeit in § 


einem 20 ecm-Polarimeterrohr im Natriumlicht untersucht. 


Die Abhangigkeit der spezifischen Drehung vom p,, wurde 


mit reiner 1-AS. in einer Veronalpufferserie untersucht. Die 


spez. Drehung war zwischen p,, 3—p,,8 konstant. 


Bekanntlich iindert sich die spez. Drehung der 1-AS mit 


der Konzentration und mit dem p,. In Gegenwart von Uranyl.- 
acetat bewirkt die Konzentrationsinderung eine geringere Ver- 
schiebung. In unseren Versuchen dnderte sich die spez. Drehung 
bei Konzentrationen von 0,2—2,0 mg/ml von 425—470°% Da in 
den meisten Fallen bei uns nicht mehr als 1 mg/ml zur Beob- 
achtung kam, haben wir einen mittleren Wert von 440° an- 


genommen. 


Die Fehlergrenzen der Methode sind aus den Ergebnissen, f 


die mit reinen AS.-Lésungen erhalten wurden, ersichtlich: 

















AS. vy AS. AQ 
zugesetzt ‘ ie Fehler zugesetzt a ie Fehler 
mg/ml 6 mg/ml & 

0,2 0,205 +2 1,0 0,97 = 
0,4 0,386 —8 1,2 1,22 +2 
0,4 0,405 +1 1,2 1,16 «8 
0,6 0,57 ~% 1,4 1,45 +3 
0,8 0,805 +1 1,6 1,65 +3 
0,8 0,797 0 2,0 2,04 +2 














Der Fehler betriigt also bei den untersuchten Konzentrationen +5”), 


Wurde die AS. zum gewaschenen Muskel zugesetzt, so konnte § 
die AS. als FAS. mit dem Fehler von 5°/, wiedergefunden werden. f 


Wurde hingegen die AS. dem ungewaschenen Muskel zugesetzt, so 


trat stets ein Verlust ein. 
Um die GréBe des Verlustes festzustellen, wurden verschie- 


dene Mengen von AS. mit der Muskelsuspension 15 Minuten} 


lang bebriitet, dann die Bestimmung ausgefiihrt. Die Verluste 


sind durch beistehende Kurven wiedergegeben. Abszisse stellt} 


die Menge der auf 4 ml Muskelsuspension (0,4 g Muskel) zu- 
gegebenen AS. in Milligramm dar. Ordinate: Verlust in Prozent. 
Die einzelnen Punkte stellen den Mittelwert aus drei verschie- 


denen Versuchen dar. Es sei bemerkt, daB die erhaltenen Werte f 
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eine gréBere Schwankung zeigen, als dem Fehler der Bestimmungs- 
methode entspricht. Wird auf Grund dieser Kurve korrigiert, so 
betrigt der Fehler der Bestimmung +10°/,. 

DaB der Verlust von einer Adsorption und nicht durch irgend- 
eine fermentative Umsetzung der AS. bedingt ist, wird dadurch 
bewiesen, daB in Versuchen, wo die Bebriitung 30, 45 und 60 
Minuten lang dauerte, die gleichen Werte erhalten wurden wie 


50t- 
37 4 
aT \ 
£ 
& 30- K 
& 
i. a eee 

70- 

1 4 L = | 4 i. 








A 
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Fig. 3. 


in 15 Minuten. Diese Tatsache wurde schon in unserer friiheren 
Mitteilung bewiesen; es konnte gezeigt werden, daB FS. bzw. AS. 
aus dem Muskel bei aerober Bebriitung in wesentlichen Mengen 
nicht verschwindet. Dasselbe zeigt folgender Versuch: 


0,5 g Muskel + 4,8 mg FAS. nach 15 Minuten gefunden 3,6 mg 


0,9 ” ” > 4,8 ”? ” ”? 30 ”? ”? 3,6 9 15 a 
0,5 5, ” - 4,8 ” ” ” 45 ? ” 3,6 ” : 
0,5 ” ” v 4,8 ” ” 60 ” ” 3,6 ? 


Die enteiweiBte Muskelsuspension zeigt auch allein, ohne 
AS.-Zusatz eine Drehung mit Uranylacetat, die in den meisten 
Fallen nicht mehr als + oder —0,02 betrigt, in einigen Fallen 
aber, insbesondere nach lingerer Bebriitung auf 37°, gréBer sein 
mag. Dieser Wert muB bei der AS.-Bestimmung in Rechnung 
gezogen werden. 


CO,-, OES.- und RQ.-Bestimmung. 


Zur Bestimmung kleiner Mengen von CO, hat sich folgendes Ver- 
fahren als sehr brauchbar erwiesen. Die zu bestimmende, gebundene CO, 
enthaltende (1—8 ml) Flissigkeit wird in das umstehend abgebildete GefaB 
gebracht. In das Seitenrohr des Gefi8es wird 1 ml der Lésung pipettiert, 
die zum Freimachen der CO, nétig ist. In das Einsatzgefi8 wird 0,5 ml 
Alkohol’), 1 Tropfen Phenolphthalein und 1 Tropfen Octylalkohol gebracht 


') Der Alkohol ist nétig, damit sich das an der Oberfliche entstehende 
BaCO, absetzt. Das Phenolphthalein zeigt den Uberschu8 der Lauge, 
wihrend der Octylalkohol beim spiteren Titrieren das Schiumen verhindert. 
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und endlich 1 ml einer entsprechend konzentrierten Barytlésung aus einer — *° 


vor atmosphirischer CO, geschiitzten Mikrobiirette eingelassen. Sodann 


wird das Einsatzrohr in das Hauptgefi8 eingefiihrt. Letzteres wird unter § 


Verwendung von Hahnfett mit dem eingeschliffenen Stopfen geschlossen, 


Wenn der Inhalt des SeitengefiiBes eingekippt ist, wird das GefaB in senk. § 
rechter Stellung am Schiittelapparate befestigt und hier mit einer Amplitude 


a | & 
7 S 


|| 7 
oe 


Fig. 4. 


von 20 em und mit 100 Umdrehungen per Minute 40 Minuten lang ge. § 


schiittelt. Sodann wird das GefiB gedffnet, der Inhalt des Einsatzgefibes 


aus einer Mikrobiirette mit entsprechend starker HC] titriert. Wéhrend des § 


Titrierens wird die Flissigkeit mit einem CO,-freien Luftstrom gemengt, 
der durch eine Glaskapillare eingeleitet wird. 


Stets wird ein leerer Parallelversuch ausgefiihrt und mit dessen Wert 
das Ergebnis korrigiert. 


Bestimmung der OES. Es schien nétig zur Kontrolle der 
eingangs beschriebenen OES.-Bestimmungsmethode eine zweite un- 
abhingige Methode zur Bestimmung derselben Substanz zu be- 
sitzen. Eine solche Methode liegt bereits in der Bestimmung von 
Ostern}) vor, bei der die OES. durch Anilin katalytisch decarboxy- 
liert wird. Aus der entstandenen CO, laBt sich die OES. berechnen. 


Ostern li8Bt die Decarboxylierung im Warburgschen Apparate in 
wiBriger Lésung stattfinden und berechnet die CO, aus dem Manometer- 
stand. Diese Bestimmung muf bei +5° C ausgefiihrt werden. Wir fanden 
diese Methode umstindlich und sind daher folgenderweise vorgegangen. 
In das HauptgefiB des oben geschilderten Apparates werden 1—3 ml der zu 
bestimmenden OES. enthaltenden Lésung einpipettiert und mit gleichen 
Teilen von Alkohol versetzt. In alkoholischer Lésung verliuft némlich 
die Decarboxylierung in wenigen Sekunden. In das SeitengefiB bringt 
man 2 Tropfen einer alten, gebriiunten Anilinlésung, die die Decarboxy- 
lierung bedeutend besser katalysiert als frisch destilliertes Anilin. Nach 
SchlieBen des Apparates wird der Inhalt des SeitengefiiBes durch ent 
sprechendes Kippen mit der alkoholischen Lésung eingewaschen. Dann 
wird der Apparat 40 Minuten lang geschiittelt, usw. Die folgenden Zahlen 
zeigen die Genauigkeit der Methode. Die erste Kolumne gibt die zu- 
gegebene Menge der OES., die zweite die gefundene OES., die dritte den 
Prozent-Fehler. 





') Diese Z. 218, 183 (1933). 
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' bunden, mit der ein Stiickchen Filtrierpapier befeuchtet wird. 


| gefiihrt. Dieser Glasbehilter wird nach nebenstehender Figur 


| feder befestigt. 


CO, wird der Glasbehilter dem Apparat entnommen. 
' Papierchen und der Glasbehilter werden gesondert in das 


der Gewebssuspension freigemacht werden muB. 


'2u bestimmen ist. 


| Versuchen zur Ermittlung der einzelnen Werte je 3—6 Parallelversuche an. 
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0,47 0,50 +6 0,95 0,95 0 
0,47 0,44 —6 0,95 0,93 —2 
0,71 0,67 —5 0,95 0,90 me 
0,71 0,73 +2 0,95 0,96 re 
0,95 0,92 =§ 0,95 0,95 0 
0,95 0,88 «% 




















GréBere Mengen (10 mg) OES. kénnen mit dieser Methode mit einer 


| Genauigkeit von 1°/, bestimmt werden, was bei der Kontrolle von OES.- 
 Priiparaten von Bedeutung ist. 


Bestimmung des RQ. Bei dieser Bestimmung wird der Respirations- 
yersuch im Warburgschen Respirometer ausgefiihrt. Die CO, wird durch 
0,3 ml 40°/,, durch Ba(OH), von CO, befreiter Kalilauge ge- 


Dieses Papierchen wird an der einen Seite eingeschnitten, 
dann aufgerollt und darauf in einen kleinen Glasbehilter ein- 


am Halse des Manometers vermittels einer doppelten Stahl- 
Der Hals des GlasgefiiBes wird mit Vaseline 
geglittet. 

Zur Bestimmung der gebildeten, am Papier gebundenen 
Das 





Hauptgefi8 des oben beschriebenen Apparates eingebracht, 


hier mit 3 ml H,O itbergossen und mit 1 Tropfen Phenol- 
phthalein versetzt. ; 
2°), H,SO, Die Bestimmung wird dann nach den obigen Vorschriften 


In das SeitengefiB desselben Apparates kommt 1 ml 


ausgefiihrt*). 


Uber die Reaktion der Oxalessigsiure mit Hydrazin und HNO.. 
Von 
Y. Bruckner. 


Als Grundlage des auf 8. 108 beschriebenen Reaktionsganges 
diente die bekanute Beobachtung, daB die #-Ketosiiuren und 


1) Es ist selbstredend, da8 zur Bestimmung des RQ. die gesamte CO, 
Dies geschieht durch 
Einkippen entsprechender Siiure aus dem Seitengefib, wonach der Apparat 


toch 30 Minuten lang geschiittelt wird. Es versteht sich auch von selbst, 
(daB der CO,-Gehalt der Gewebssuspension in entsprechenden Parallel- 


versuchen zu Beginn und zum Schlu8 der Ablesung des O,-Verbrauches 
Mit Riicksicht auf die Schwankungen der einzelnen 
Ablesungen miissen beide Bestimmungen in einer entsprechenden Anzahl 
von Parallelversuchen ausgefiihrt werden. Wir selber stellten in unseren 
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deren Ester mit primaéren Hydrazinabkémmlingen leicht zu Pyra. 
zolonderivaten kondensieren, und daf diese leicht nitrosierbar sind. 
wenn sie eine reaktive Methylengruppe enthalten. So gibt z. B 
nach Rothenburg!) der Oxalessigsiiureithylester mit Hydrazin 
gekocht Pyrazolon-3-carbonsiureester. Dieser Ester ist leicht zy 
Pyrazolon-3-carbonsiure (Formel III, 8.108) hydrolysierbar. Trot; 
dieser Analogie schien es aber doch wiinschenswert den ange. 
nommenen Reaktionsgang zu beweisen, auch schon aus dem 
Grunde, weil die Reaktion sich in verdiinnter wiBriger Lisung 
abspielt, und dies die Kondensationen nicht begiinstigt. Die Auf- 
gabe war also eine priaparative. Namentlich aber da es gelingt, 
OES. unmittelbar in einem Schritte in 4-Nitroso-pyrazolon- 
3-carbonsiure iiberzufiihren und diese sich in Lauge mit der. 
selben Farbe lést, die auch bei der OES.-Reaktion zu beobachten 
ist, kann der beschriebene Reaktionsmechanismus als bewiesen 
betrachtet werden. Natiirlich gilt aber diese Feststellung nur dann, 
wenn Formel IV und V keinem Zweifel unterliegt. Diese Formel 
kann wieder durch die Isolierung der intermediiren Pyrazolon- 
3-carbonsiure (IIT) bewiesen werden. Diese letzte Substanz muB dann 
mit salpetriger Siure ein Produkt geben, das mit dem aus OES. 
unmittelbar gewinnbaren Nitrosoderivat identisch ist. 

Dieser Plan konnte schrittweise verwirklicht, und der be- 
schriebene Reaktionsgang somit bewiesen werden. Es war nicht 
méglich das Hydrazon (II) der OES. zu isolieren, weil es im Augen- 
blick seiner Entstehung die intramolekulare Kondensation ein- 
geht (If—» III). Diese Annahme wird weiterhin dadurch bewiesen, 
daB sich ohne Salzsiiure, die die Kondensation begiinstigt, eben- 
falls Pyrazolon-3-carbonsiure und nicht OEKS.-Hydrazon bei 
der Kinwirkung von Hydrazin auf OKS. bildet. Da aber freies 
Hydrazin die OES. stark decarboxyliert ist die Ausbeute an 
Pyrazolon-3-carbonsiure in Abwesenheit von HCl nur sehr gering. 

Bei allen Versuchen sind wir nicht von OES. sondern von der 


leichter handlichen Oxyfumarsiiure ausgegangen, die in wibriger Lésung 
in OES. iibergeht und mit dem Hydrazin als solches in Reaktion tritt. 


Versuche. 


4-Nitroso-pyrazolon-3-carbonsaure (IV) aus Oxyfumarsiiure. 1,32¢ 
Oxyfumarsiure (0,01 mol.) werden in 10m1 Eiswasser gelést und unter Kiihlen 


1) Ber. chem. Ges. 25, 8443 (1892). Die Zubereitung der Nitroso- 
verbindung und deren Eigenschaften werden durch Rothenburg nicht 
angegeben. 
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mit 8ml 20°/, HCl, sodann mit der 50°/, wiifrigen Lésung von 0,5 g 
Hydrazinhydrat (0,01 mol) gemengt. Unter Eiskiihlung wird 50°/, NaNO, 
tropfenweise eingelassen, so daB alle 5—10 Minuten 1—2 Tropfen einfallen. 
Aus dem Gemenge scheiden sich Jangsam Krystalle ab. Wenn 6 ml Nitrit- 
ljisung zugesetzt sind, lassen wir das Gemenge unter Eiskiihlung '/, Stunde 
stehen. Dann werden die Krystalle abfiltriert und mit eiskaltem Wasser ge- 
waschen. Schmutzig-gelbes Krystallpulver (0,8 g). Aus Wasser krystallisiert 
es in Form von Krystallwasser enthaltenden ockergelben flachen Nadeln. 
Im Vakuum von 2mm kann dieses Krystallwasser iiber P,O, bei 115° ohne 
Zersetzung entfernt werden. Der Schmelzpunkt kann wegen Zersetzung 
selbst im Vakuum nicht bestimmt werden. Im Vakuum von 2 mm beginnt 
die Substanz bei 210° sich zu briiunen und bei 230° sich zu schwirzen. 
Selbst bei 250° tritt kein Schmelzen ein. In groBem Volum kalten Wassers 
oder in Alkohol lést sich die Substanz mit intensiv gelber Farbe. Auf Ein- 
wirkung von Alkalien wird die Lésung gelblich rot. 

a) Krystallwasser enthaltende Substanz, 8 bzw. 2 Tage iiber CaCl, im 
Vakuum-Exsiceator getrocknet. 


5,782, 5,345 mg Subst.: 5,41, 5,00 mg CO,, 1,90, 1,64 mg H,O. 


C,H,0,N,, 5 H,O Ber. C 25,66 H 3,41 
Gef. ,, 25,51, 25,51 ,, 3,67, 3,43. 


b) Krystallwasserfreie Substanz. 
7,920, 8,84 mg CO,, 1,54 mg H,O. 
C,H,O,N, Ber. C 30,56 H 1,92 Gef. C 30,44 H 2,17. 


Norm. Kaliumsalz der 4-Isonitroso-pyrazolon-3-carbonsaure (V). 
0,05 g wasserfreie 4-Nitroso-pyrazolon-3-carbonsiure (IV) werden in 
6ml Alkohol gelést. Unter energischem Riithren werden 10 ml 0,1 n-alko- 
holische Kalilauge eingetropft. (0,1 n-Lauge auf das Di-kaliumsalz berechnet 
= 6,3 ml.) Nach dem Zufiigen von weiteren 5 ml 0,1 n-alkoholischer Kali- 
lange wird das energische Riihren noch einige Minuten lang fortgezetzt. 
Der lachsfarbige Niederschlag wird abzentrifugiert und durch éfteres Auf- 
schlimmen in Alkohol gewaschen. Dann wird der alkoholfeuchte Nieder- 
schlag in wenig Wasser gelést, mit Alkohol gefallt, sodann zentrifugiert 
und mit Alkohol so lange gewaschen, bis die Waschfliissigkeit sich mit 
Phenolphthalein nicht mehr fiirbt. Der Niederschlag wird tiber CaCl, bei 
Zimmertemperatur, sodann bei 2mm Vakuum und 100° getrocknet. Helles 
ziegelrotes Krystallpulver; lést sich gut in Wasser mit intensiv gelbroter 
Farbe. Schmelzpunkt nicht meBbar, da iiber 200° auch im Vakuum Zer- 
setzung eintritt. 


4,535 mg Subst.: 3,135 mg K,SQ,. 
C,HO,N,K, Ber. K_ 30,89 Gef. K 31,02. 


Pyrazolon-3-carbonsaure (III). a) Aus Oxyfumarsiure mit Hydrazin 
in verdiinnter HCl: 1,32 g (0,01 mol) Oxyfumarsiure werden in 10 ml Eis- 
wasser gelést, dann 2,1 ml 20°/, HCI (0,01 mol) und dann 0,5 g Hydrazinhydrat 
(0,01 mol) als 50°/, wiBrige Lésung zugegeben. Die mit Wasser gekiihlte 
Fliissigkeit triibt sich bereits in wenigen Minuten. Nach 1—2 Stunden ist 
die Ausscheidung des Produktes beendet. Das krystallinische Material 
wird mit Wasser und dann mit Alkohol gewaschen. Das sandfarbige Roh- 
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produkt (0,9 g, Ausbeute 70°/,) kann aus viel Wasser umkrystallisiert 
werden. GrauweiBe, schlecht geformte Krystalle. Schmelzpunkt nich 
meBbar. Die Substanz verkohlt in 2mm Vakuum iiber 250° ohne Schmelzen, 
Sie lést sich kaum in kaltem Alkohol oder Wasser. Diese Eigenschaften 
decken sich mit den Eigenschaften der auf anderem Wege durch Rothen. 
burg hergestellten Pyrazolon-3-carbonsiure. Die Substanz lést sich leicht 
in Alkali. Aus stirkerer Lauge scheidet sich bald ihr Kalisalz aus. Ihre 
salzsaure Suspension firbt sich mit NaNO, intensiv gelb. Auf Zufiigen 
von Alkali wird die Lésung rotlich. Aus verdiinnter alkalischer Liésung 
scheidet sich die Substanz auf Zufiigen starker Siiuren ab. 


6,048 mg Subst.: 8,31 mg CO,, 1,80 mg H,O. 
C,H,0,N, Ber. 37,50 H 3,15 Gef. C 37,46 H 3,32. 


b) Aus Oxyfumarsiiure mit Hydrazin aus Wasser: 0,7 g Oxyfumar. 
siure werden in 5 ml Eiswasser gelést, dann iiquimol. (0,25 g) Hydrazinhydrat 
als 50°/, wiB8rige Lésung zugegeben. ‘Trotz Kithlung beginnt sogleich 
stundenlang anhaltende Gasentwicklung (Decarboxylierung), die erst nach 
3 Tagen beendet ist: in dieser Zeit scheidet sich eine geringe Menge eines 
krystallinischen Produktes ab, das sich in allen Eigenschaften mit der 
Pyrazolon-3-carbonsiure identisch zeigt. Das Filtrat gibt im Vakuum ein- 
geengt einen Sirup, der nicht krystallisiert. Auf Zufiigen verdiinnter HC, 
NaNO, und Lauge treten dieselben Farbinderungen auf wie bei Pyra- 
zolon-3-carbonsiure. 


Bildung von 4-Nitroso-pyrazolon-3-carbonsaure ([V) aus Pyra. 
zolon-3-carbonsaure (III). 0,25 g Pyrazolon-3-carbonsiiure werden in 2 nl 
n-Natronlauge gelést. Das nach dem Lésen sich ausscheidende Natrium- 
salz wird wieder in Wasser gelést. Nach Zufiigen von 0,5 g NaNO, werden 
unter energischem Riihren 4 ml 20°/, HCl langsam eingetropft. Schon nach 
dem ersten Tropfen wird die Lésung intensiv gelb. Nach Zufiigen weiterer 
Mengen HCI setzt sich ein krystallinischer Niederschlag ab, der neben der 
Nitrosoverbindung noch viel unveriinderte Pyrazolon-3-carbonsiure enthiilt. 
HCl wird unter energischem Riihren solange weiter zugesetzt, bis der 
Niederschlag homogen erscheint. Er wird aus Wasser krystallisiert und 
gibt die fiir 4-Nitroso-pyrazolon-3-carbonsiiure charakteristischen Krystalle 
(0,2 g); er ist mit der aus Oxyfumarsiure unmittelbar gewonnenen 4-Nitroso- 
pyrazolon-3-carbonsiiure in jeder Beziehung identisch. 


Uber Oxydation der FS. und Reduktion der OES. durch zerkleinertes 
Muskelgewebe. 
Von 
I. Banga. 


Mit 2 Figuren im Text. 


Phenylhydrazin, Chloro-phenylhydrazin, p-Dibrom- und 2, 4-Di- 
nitro-phenylhydrazin, Hydroxylamin, Semicarbazid, Dimedon und 
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NH, C1 haben sich zum Abfang der OES. als ungeeignet erwiesen. 
Besser befriedigte Hydrazin. Auch dieses stellt kein ideales Ab- 
fangmittel dar, schon aus dem Grunde, weil Hydrazin und OES. 
langsam reagieren, Selbst bei Verwendung reiner Lésungen braucht 
die Reaktion bei 37° 1 Minute um vollstindig zu werden, also 
‘kann durch das Hydrazin nur ein Bruchteil der gebildeten OES. 
der Reduktion entzogen werden. Weiterhin hemmen héhere Kon- 
zentrationen dieser Substanz die Aktivierung der FS. 

Zum Abfangen mit Hydrazin wird Hydrazinhydrat mit HCl 
neutralisiert und das Gewebe damit und mit FS. bebriitet. Nach 
EnteiweiBung wird die abgefangene OES. durch das vorstehend 
beschriebene Verfahren mit HNO, nachgewiesen, mit dem Unter- 
schiede, daB kein weiteres Hydrazin mehr zugesetzt zu werden 
'braucht. 

Zunichst untersuchte ich den Zusammenhang zwischen der 
Menge abgefangener OKS. und der Hydrazinkonzentration. Proben 
der Muskelemulsion (4 ml) wurden in Gegenwart von 20 mg Fs. 
10 Minuten lang aerob bebriitet, dann die OES.-Bestimmung aus- 
gefihrt. Auf Zusatz von 1,25, 2,5, 5, 10, 20, 40 mg Hydrazin 
fand ich folgende Mengen von OES.: 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 1,0, 1,0 mg. 
Mit steigender Konzentration des Hydrazins steigt also die ab- 
gefangene Menge der OKES., um bei 20 mg ein Maximum zu er- 
reichen. Wie erginzende Dehydrierungsversuche mit Methylenblau 
zeigen, wird die Dehydrierung und somit die Aktivierung der F's. 
durch 40 mg Hydrazin bereits stark gehemmt. Aus diesem Grunde 
kann die abgefangene OKS.-Menge nicht weiter durch Erhéhung 
der Hydrazinkonzentration gesteigert werden. Wurde die Bebriitung 
mit 20 mg Hydrazin von 10’ auf 20’ und 30’ ausgedehnt, so fand 
ich nicht wesentlich mehr OES. In zwei Versuchen waren die 
abgefangenen Mengen 0,9, 1,0, 1,3, 1,3 bzw. 0,9, 1,2, 1,3 mg. Dies 
beweist, daB die gréBte Menge der abgefangenen OES. sich ganz 
uu Beginn der Bebriitung gebildet hat. 

Wird die Muskelsuspension mit F'S. allein bebriitet, so findet 
man keine OKS. Nach gleichzeitigem Zusatz von Arsenit findet 
lan eine geringe Menge von OES., die durch den Zusatz von 


‘Hydrazin auf das Doppelte gesteigert werden kann. 


In den Muskelteilchen unserer Suspension sind die Abfang- 
Bedingungen schlecht. Das Hydrazin diffundiert nur langsam ein, 
wihrenddessen im Inneren der Teilchen die Reduktion rasch vor 
sich geht. Aus diesem Grunde lag es nahe, Versuche mit Ex- 
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Wird der frisch gemahlene Muskel in eisgekiihltem desti. 
lierten Wasser suspendiert (je 1,5 ml auf 1g Muskel) und 10 M. Se 


nuten lang unter Hiskiihlung geriihrt, dann durch ein Tuch ausgepreft 
so erhilt man eine triibe Fliissigkeit, die einen groBen Teil de 
respiratorisch aktiven Bestandteile des Muskels enthalt. 1,5 nim 
dieser Fliissigkeit geben im Respirometer mit Phosphat versetzt unifRy + ( 
auf 4 ml erginzt dieselbe Beférderung durch FS. und diesellefiZeit : 
Hemmung durch Malonat, wie die Muskelsuspension selbst. Winjgebedet 
an Stelle von Phosphat Ringerlisung oder Bicarbonat zugeset: fh 
so ist die Atmung wie beim Muskel geringer und gegen Fumar- 
und Malonsiure unempfindlicher. Die 1,5 ml dieses Extrakta 
veratmen dieselbe Menge von Sauerstoff wie die entsprechendMynsk 
Menge zerkleinerten Muskels (0,5 g). Musk 
Die Atmung dieses Extraktes ist also qualitativ und quanti ” 
tativ die gleiche wie die des zerkleinerten Muskels selbst, nui 
sind hier die Abfang-Bedingungen durch Ausschalten der Diffusiny 
giinstiger. Dementsprechend sind auch die abgefangenen Mengay _ 
der OES. gréBer. Am hichsten sind die Werte, wenn an Stelle” ” 
von Phosphat der Extrakt mit Bicarbonat neutralisiert wird, di DES. 
die Abwesenheit des Phosphates (wie in der II. Mttlg. gezeigime*! 


die Dehydrierungsprozesse und somit die Reduktion der OES. hemnt = 















Das Gesagte sei an folgendem Beispiele der nachstehenden Tabelk 





erliutert. Die Zahlen bedeuten mg gefundene OES. Zugesetzt wurda * i 
10 mg FS., 0,2 ml Arsenit (gesittigte Loésung von As,0,, jodometrisch 81% | 
und 2,5 mg NaHCQ,. erse 
Tabelle 1. kann. 

= 0°), 















- Mit Hydrazin 


~ Ohne Hydrazin 
eil 
ebe 


O | FS. |FS.+ As,0,| O | FS. |FS. + As0, 




















Muskel. ..... 0,12 0,17) —0,88 0,17 | 0,17 0,56 
Extrakt + Phosphat] 0,12 | 0,22 0,43 0,17 | 0,48 — 0,78 micht 
Extrakt + NaHCO,] 0,12 | 0,33 0,48 0,14 | 0,88 1,1 


seine) 


Wie die Tabelle zeigt, kann unter giinstigen Bedingunga 
i mg OKS. in 10 Minuten abgefangen werden. In 10 Minuten zeigg@@nder: 
der Muskel (0,4 g) in Phosphat oder der entsprechende Extrakt oe 
140—280 cmm O,-Aufnahme. Wire die gesamte Atmung durt oo 
FS. vermittelt, so hatte sich in derselben Zeit 2—4 mg OFMBinger 
bilden miissen. Hiervon wird also '/,—'/, tatsichlich abgefangenMhierbe 
In Bicarbonat ist die Atmung meistens bedeutend geringer, sijeser 
daB das Verhiltnis noch mehr zugunsten der abgefangenen OES ichein 


_ : mn gle 
ausfallt. Da in Gegenwart von Arsenit abgefangen wurde, woe - 
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Haurch die Sauerstoffaufnahme weitgehend gehemmt wurde, kann 


sogar gesagt werden, daB im Versuch, in dem das 1 mg der OES. 
abgefangen wurde, der gréBte Teil der Sauerstoffaufnahme durch 
die Oxydation der FS. bedingt war. 


Zur Reduktion der OES. sei folgender Versuch als Beispiel heraus- 
pegriffen : Proben der iiblichen Muskelsuspension (4 ml, 0,4 g Muskel) werden 
mit OES. versetzt, unter Schiitteln bebriitet und nach verschieden langer 
Zeit analysiert. Die nachstehende Tabelle gibt das Resultat. Die Zahlen 
yedeuten die gefundene Substanz in mg. 


Tabelle 2. 














Muskel, ohne Zusatz 0,4 
Muskel, 10 mg OES. sogleich analysiert | 0,6 
. 10 mg OES. nach 5 Min. analysiert .. . 4,2 
‘s 10mg OES. ,, 10 Min. “i — é 5,9 
10mg OES. ,, 15 Min. ie Ps 5,9 











” 


Der Versuch zeigt, daf der Muskel in den ersten 5 Minuten 
45mg OKS., in den weiteren 5 Minuten den ganzen Rest der 
DES. (3,5 mg) zum Schwunde brachte. Die geringe Menge der 
bleibenden 0,5—0,6 mg OES. sind entweder durch eine fremde 
Substanz vorgetiuscht oder aber entsprechen einer Fraktion der 
OKS., die der Reduktion (wegen Absorption?) nicht zuginglich war, 
ja ihre Menge von 10—15 Minuten nicht mehr deutlich abnahm. 

Das wesentlichste Resultat dieses Versuches ist das, daB die 
verschwundene OKS. bis zu 80°/, als FAS. wiedergefanden werden 
kann. Da die AS, -Bestimmung mit einem Verluste von etwa 


‘ | mac verbunden ist, kann eine bessere Ubereinstimmung gar nicht 


sungel 
n zeigt 
yxtrakt 

dure! 
OFS 


fangel 


erwartet werden. Dioner Versuch beweist also, daB der griBte 
el der OES. durch Reduktion, und nicht durch irgendeine 
‘ebenreaktion verschwunden ist. Hieraus geht der methodisch 
ichtige Schlu8 hervor, daB der Schwund der OES. als Ma 


seer Reduktion angesehen werden kann’). 


1) Unter kiinstlichen Bedingungen kann die OES. allerdings auch 
mders verschwinden. So verschwindet z. B. OES. bei Zusatz von Gluta- 
ninsiiure mit groBer Geschwindigkeit. Hierbei reagiert die OES. mit der 
lutaminsiure, eine Reaktion, die durch den Muskel katalysiert wird. Auch 
indere Aminosiuren vermégen in Gegenwart von Muskelgewebe mit ge- 
ingerer Intensitiét mit OES. zu reagieren. Wahrscheinlich kondensiert 
hierbei das Carbonyl mit der Aminogruppe. Es ist nicht unméglich, daB 


simcieser ProzeB bei der oxydativen Desaminierung von Bedeutung ist. Es 


scheint auch nicht unwahrscheinlich, daB die bei der Analyse vermiBte OES. 


a nn gleicher Weise mit den Aminogruppen des Eiweifes reagiert. 
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Der Versuch zeigt auch, daB der Muskel in 5 Minuten mely 
als zweimal soviel OES. reduziert hat als nétig ist, um die mayj. 
male gesamte Atmung mit der F'S.-Katalyse zu erkliren. Aller. 
dings muB bemerkt werden, daf der Muskel des obigen Versuche; 
zu den gut reduzierenden Priparaten gehért. Ofter erhalt may 
bei der gleichen Arbeitsweise aber auch Muskelpriparate, die cine 
geringere Atmung zeigen und dementsprechend auch OKS. weniger 
aktiv reduzieren. Die reduzierte Menge der OES. schwankt fii 
0,4 g Muskel fiir 10 Minuten gewoéhnlich zwischen 4—8 mg. 


Untersucht man die Reduktion der OES. als Funktion de : 


Zeit, so findet man, daB diese meistens in den ersten 5 Minuten 
am intensivsten ist. Nach den ersten 10 Minuten beginnt sie sich 
merklich zu vermindern. Hieraus folgt, daB die Intensitat de 
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Reduktion am besten in Versuchen von 5 Minuten gemessen wird & 


Uber 10 Minuten soll der Versuch nicht ausgedehnt werden, 
Kinige Beispiele werden in beistehender Kurve gegeben. Ab. 
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0D f 0 
—e» Min 


Fig. 1. 


szisse: Zeit in Min.; Ordinate: reduzierte OES. Zusatz A = 40 mg, 
B, C, D = 10mg OES. 

Aerob und anaerob ausgefiihrte Versuche iiber Reduktion der 
OES. geben bei kurzer Bestimmungsdauer ein annihernd iden- 
tisches Resultat. Es sei folgendes Beispiel angefiihrt: 

4 ml Muskelsuspension, zugesetzt 10 mg OES., Bebriitungsdauer 5 Min. 
Aerob wird wie iiblich in einem Erlenmeyer-Ko6lbchen, anaerob in Vakw 


in einer Thunberg-Réhre bebriitet. Die OES. wurde nach vollzogener 
Evakuierung aus dem Seitengefi8 der Suspension zugesetzt. Gefunden wurde: 


OES. FAS. BRS. 
0 a ee 3,1 4,4 0,7 
s+ « & & « * @ 3,6 3,7 | 


Wie auch dieser Versuch zeigt, wird aerob etwas mehr OES. 
reduziert. Dieser Unterschied wird bei langeren Versuchen noch 
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oréfer, so daB man den Eindruck bekommt, daf unter aeroben 
Bedingungen der Muskel besser erhalten bleibt und auch seine 
Reduktionsfahigkeit besser bewahrt. 
| Man wiirde erwarten, daB man aerob wegen Reoxydation der 
FS. weniger OES. zum Schwunde zu bringen vermag. In Gegen- 
‘wart tiberschiissiger OES. findet jedoch eine solche Reoxydation 
nicht statt. Der Grund hierfiir wird im folgenden Abschnitte 
-angegeben. 

Uber Konkurrenz der OES. mit O, sei von beiden iibereinstimmenden 


‘Versuchen der folgende, der in Fig. 2 dargestellte Versuch, angefiihrt (Ab- 
‘szisse: Zeit 10 Minuten; Ordinate: Ablesungen am Manometer 1 = 35 cmm QO; 





Fig. 2. 


CO, wurde gebunden). In das HauptgefiB eines Barcroft-Respirometers 
‘wurden 4 ml der iiblichen Muskelsuspension eingefiihrt (Kurve I). Das zweite 
‘Respirometer (Kurve II) enthielt dieselbe Menge von Muskel und Phosphat, 
jedoch in 8ml Vol. In das SeitengefiB dieses Respirometers wurde 1 ml 
neutralisierte 1°/,ige OES.-Lésung eingebracht. Der dritte Respirometer 
atte denselben Inhalt wie der erste mit dem Unterschiede, da8 hier zur 
Suspension 10 mg neutralisierter FS. zugesetzt wurden. Respirometer IV 
hatte denselben Inhalt wie III, jedoch in 3 ml Fliissigkeit, wihrenddessen 
das SeitengefaiB auch hier OES. enthielt. Im fiinften Respirometer befanden 
sich 4 ml Muskelsuspension mit 10 mg neutralisierter OES. 

Die Respirometer wurden ins Wasserbad versenkt und nach 10 Minuten 
geschlossen. Dann wurde die OES. aus dem SeitengefiB in das HauptgefiB 
eingelassen. Die Schwankungen am Manometer wurden notiert. Gleich- 
weitig wurde ein in der Figur nicht dargestellter Kontrollversuch angestellt, 
in dem OES.-Lésung in reine Phosphatlésung (ohne Muskel) eingelassen 


wurde. In allen Versuchen, in denen die OES. aus dem SeitengefiB zu- 
gesetzt wurde, zeigte das Manometer in den ersten Minuten (wegen der in 
der OES.-Siure befindlichen CO,) eine geringe negative Schwankung, fiir 


die die Ablesungen der ersten Minuten auf Grund des Kontrollversuches 
‘orrigiert wurden. 
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Kurve I, III und V zeigen den gewodhnlichen Verlauf der. 
artiger Versuche. Durch FS. wird die Atmung stabilisiert (Kurve II], 
In gleicher Weise wirkt auch die OES. (Kurve V), die zu Beginn 
zugesetzt wurde und wihrend der ersten 10 Minuten, die nicht 
zur Beobachtung kamen, zu F's. reduziert werden muBte. 

Der Mittelpunkt des Versuches ist die Kurve II, die dem 
Respirometer entspricht, in den die OES. nach Hahnschlub, zu 
Beginn der Beobachtungszeit, eingelassen wurde. Die Kurve zeigt, 
daB wihrend der ersten 9 Minuten gar kein Sauerstoff aufgenommen 
wird. Die OES. ist nicht nur mit dem Sauerstoff in Konkurrenz 
getreten und hat den aktivierten Wasserstoff der Niahrstoffe ver. 
braucht, sondern hat zugleich, einer Gleichgewichtsreaktion ent- 
sprechend, mit ihrem groBen Uberschu® die Reoxydation der 
durch Reduktion entstandenen F'S. unterdriickt. Nachdem die 
OES. wihrend der ersten 10 Minuten zum gréBten Teil reduziert 
wurde, setzt die Sauerstoffaufnahme nicht nur ungehindert ein, 
sondern zeigt sogar jene Zunahme, die durch F'S. gewohnlich be- 
dingt wird. (Dies beweist auch, daB der Stillstand der Sauerstof- 
aufnahme nicht durch eine Vergiftung des Muskels bedingt war. 

DaB die OES. und die FS. tatsaichlich Glieder einer Gleich- 
gewichtsreaktion sind, zeigt auch der Vergleich der Kurven IV 
mit IJ. Das zu IV gebrauchte Respirometer hatte denselben Ih- 
halt wie II mit dem Unterschiede, daB es auch noch 10 mg FS. 
enthalten hat. In Gegenwart dieser gréBeren Menge von Fumarat 
war die Hemmung bedeutend schwiicher. 


RQ. Der RQ. des in iiblicher Weise behandelten, in Phos- 
phat suspendierten Muskels wurde in sechs unabhingigen Ver- 
suchen bestimmt, zweimal ohne Zusatz, zweimal mit Zusatz vou 
10 mg FS. und zweimal unter Zusatz von Malonat (4 mg). So- 
wohl zur Berechnung des verbrauchten Sauerstoffes (20 Minuten, 
wie zur Berechnung der CO,-Produktion diente der Mittelwert 
von 4—6 Parallelversuchen. Die Anzahl der Parallelen ist an- 


gegeben. 
RQ. ohne Zusatz (6 Parallelversuche). . ... . 0,88 + 0,02 
0 Ee ae eee ee 0,84 + 0,02 
RQ. Zusatz FS. (6 Parallelversuche) ...... 1,00 + 0,02 
Dasselbe (4 Parallelversuche) ......... 1,10 + 0,02 
RQ. Zusatz Malonat (5 Parallelversuche) ... 0,85 + 0,07 
962 OS ele Se eee oe we 0,97 + 0,19 


Vergleichende Beobachtungen iiber Reduktion der OES. Zum 
Schlusse seien einige vergleichende Messungen iiber das Reduk- 
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‘tionsvermégen einiger Gewebe angefiihrt. Die verschwundene 
'Menge der OES. (Zusatz 6 mg) ist fiir die verschiedenen heran- 
'gezogenen Gewebe in der letzten Kolumne beistehender Tabelle 
j augegeben. Die Tabelle zeigt, daB auch der Rattenmuskel ge- 
‘niigend intensiv reduziert. Weniger intensiv, aber noch stets 
‘deutlich ist die Reduktion im Lebergewebe. Sehr auffallend ist 
die Schwiche, oder der vollstiindige Mangel des OES.-Schwundes 
‘in den drei untersuchten biésartigen Geschwulstgeweben!). In bezug 
‘auf die Reduktion der OES. scheint zwischen diesen und den 
‘anderen untersuchten normalen Geweben ein wesentlicher Unter- 
‘schied zu bestehen. Wie die Kol. I und II zeigen, wird die 
‘Atmung dieser Gewebe — die nicht wesentlich an Intensitiit 
‘hinter der Atmung des Lebergewebes zuriickbleibt —, durch 
Fumaratzusatz nicht auf héhere Werte gesteigert’). 


Tabelle 3. 




















0 FS.-Zusatz - OES. 

Material ; . daca emm QO, ver- 
in 10 Min. | in 10 Min. | schwunden 
‘Taubenmuskel. .. .. ... | 210, 150 | 260 270 | 26 | 5,4 
fRattenmuskel ........ 80 | 60 | 130 80 $1 | 51 
SRattenleber. ........ ov; = 90} — 19; — 
‘Kaninchenleber ....... 40 | 20 60 110 2,6 | 3,0 
Miusecarcinom ....... 30 | 30 40) 40 0 |; O 
Rattensarkom ........ 70 | 80 50 40 0,4 | 0,2 
fHiihnersarkom ....... 30 | 80 40 40 0 |; O 


1) Ich bin fiir die Uberlassung des Ehrlich-Putnoky-M iuse- 


scarcinoms Herrn Prof. E. Balogh, fiir den Stamm des Jensen-Ratten- 
sarkoms Herrn Prof. B. Purjesz und fiir den Stamm des Rous schen 
‘Hihnersarkoms Herrn W. Cramer und dem Imperial Cancer Re- 
search Fund sehr zum Danke verbunden. 


*) Es sei erwihnt, daB das Lebergewebe durch den gleichzeitigen Zu- 


‘satz yon Hexosediphosphat und Fluorid (im Gegensatz zum Muskelgewebe) 
‘ticht dazu befihigt wird, gréBere Mengen von BRS. zum Schwunde zu 
‘bringen. Dies weist auf einen wesentlichen Unterschied des Kohlenhydrat- 


stoffwechsels beider Gewebe hin. 


Zum 
eduk- & 
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Uber die Reduktion der OES. im embryonalen Gewebe. 
Von 


A. Blazsé6. 


Da meine Versuche gezeigt haben, daB sich das embryonale 
Gewebe der Ratte OES. gegeniiber anders verhielt wie das Ge. 
webe des erwachsenen Tieres, verglich ich das Verhalten de; 
Muskelgewebes beim Embryo (2 Tage vor der Geburt) mit dem 
Gewebe des 4, 10, 14, 28 Tage alten und des erwachsenen Tiere, 
Mit dem embryonalen Gewebe wurden zwei Versuche, mit dem 
4 Tage alten Tiere 3, mit dem 10 Tage alten Tiere drei, mit dem 
28 Tage alten und dem erwachsenen Tiere je 4 Versuche aus. 
gefiihrt. Die gemittelten Resultate der sonst gut iibereinstimmen- 
den Versuche sind in beistehender Tabelle wiedergegeben. 


Vor der Besprechung dieser Resultate sei iiber die Technik folgendes 
vorausgeschickt. Die Embryonen sowie die Tiere unter 4 Wochen wurden 
dekapitiert, gehiutet, das subcutane Fettgewebe entfernt, die Tiere evis- 
eeriert. Das Riickgrat und die langen Réhrenknochen wurden mit einem 
Schnitte rasch entfernt. Bei ilteren Tieren wurde méglichst reines Muskel- 
gewebe von der hinteren Extremitit gesammelt. Das Gewebe wurde dann 
in der vorgekiihlten Latapie-Miihle gemahlen. Das Sieb hielt die Knochen 
zum gréBten Teile zuriick. Bei Embryonen und ganz jungen Tieren ging 
etwas Knorpel mit durch. Der so erhaltene Muskelbrei wurde nach der 
eingangs beschriebenen Methode verarbeitet. Zusiitze waren (pro 4 ml bzw. 
0,4 g Muskel) 8 mg FS. (neutralisiert), 10mg Natrium Succinat, 6 mg 
Natriumpyruvat, 2mg NaF, 6 mg OES. (neutralisiert) und 10 mg Hexose- 
diphosphat aus dem Calciumsalz durch Ausfiilllen des Ca mit Phosphat 
hergestellt. Korrigiert wurde fiir die spontane Decarboxylierung der OES. 
In 10 Minuten werden durch das Gewebe 7°/, der anwesenden OES.-Menge 
decarboxyliert. Diese Menge wurde berechnet und von der verschwundenet, 
in der Tabelle verzeichneten OES. abgezogen. Bebriitungsdauer 10 Minuten. 




















of, _| BRS. ver-! Dasselbe | OES. ver 

serait. Steige- |or™ nme schwun- plus schwun- 
Material in Pim 40 Min. po NaF. u. den 

40 Min. © {| Suceinat.| . Hex.-Di- . 

durch FS. in mg phosph. in mg 
Embryo 190 0 1200 0,5 1,0 0,0 
4 Tage alt 230 0 1100 0,6 0,9 0,1 
0 , wi 190 20 1100 0,5 0,9 0,1 
it. wt oe 20 1100 1,2 1,5 0,5 
28, » | 210 25 1100 0,5 1,5 1,2 
Erwachsen] 310 60 1100 | 0,4 3,8 2.0 
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Die Tabelle zeigt, daB das embryonale sowie junge Ratten- 
Muskelgewebe eine geniigend intensive Atmung zeigt, die gegen- 
iber dem erwachsenen Tiere nur wenig, um etwa 1/, zuriickbleibt. 
Die letzte Kolumne verzeichnet jedoch OES. gegeniiber einen 
qualitativen Unterschied. ‘Trotz geniigend intensiver Atmung 


vermag embryonales Gewebe OES. gar nicht anzugreifen. Der 
Umschwung beginnt gegen Ende der zweiten Woche. Dem ent- 


spricht das Verhalten der FS. Beim embryonalen Gewebe gibt FS. 
keine Steigerung der O,-Aufnahme. Die erste Steigerung ist am 
10. Tage zu beobachten. Das Succinat steigert die Atmung zu 
allen Lebzeiten in gleicher Weise als Zeichen dafiir, daB das 
Oxydationssystem der Bernsteinsiiure nicht mit dem FS.-System 
funktionell zusammenhinet. 

Beachtenswert ist noch das Verhalten der BRS. Das Gewebe 
bringt zu allen Lebzeiten eine geringe Menge von BRS. zum 
Schwinden. Méglicherweise ist dieser geringe Schwund auch noch 
zum Teil durch eine Adsorption bedingt, die beim Stehen voll- 
stindiger wird. Durch die Zugabe von Fluorid oder Hexose- 
diphosphat wird dieser Schwund nicht wesentlich gesteigert (in 
der Tabelle nicht wiedergegeben). Wird F. und Hexosediphosphat 
mgleich zugesetzt, so wird beim Embryo und in den ersten Tagen 
des extrauterinen Lebens um nur wenig mehr BRS. zum Schwinden 
sebracht. Erst am 14,'Tage beginnt dieser Schwund zu steigen, 
un beim erwachsenen Tiere hohe Werte zu erreichen, Dieser 
Schwund der BRS. entspricht offenbar seiner Reduktion durch 
das zugesetzte Hexosediphosphat bzw. durch die aus dieser ent- 
stechende Triose. Diese Reduktion der BRS. liuft mit der zu- 
nehmenden Reduktion der OES. parallel, ein Hinweis darauf, daB 
fir die Reduktion der OES. (Atmung) und die Reduktion der BRS. 
Fermentation) dasselbe System verantwortlich ist, das die Hexose 
baw. die daraus entstehende 'T'riose dehydrierend aktiviert. 

Durch Glutaminsiiure wird die OES. zu allen Lebzeiten in 
gleicher Weise energisch zum Schwinden gebracht. 

Der beobachtete Umschwung im Verhalten des Gewebes gegen 
Ende der zweiten Woche entspricht nach den ausgedehnten 
Arbeiten der hiesigen pidiatrischen Klinik dem Umschwunge, der 
zur selben Lebzeit im Verhalten der Tiere Arzneimitteln gegen- 
iber beobachtet wurde. 
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Decarboxylierung der OES. durch Muskelgewebe. 
Von 


F. B. Straub. 


Die spontane Decarboxylierung der OES. wird nach H.Wie.§ 
land bereits durch gekochten Muskel beschleunigt. In Geweben 
wurde sie durch verschiedene Forscher zum Teil durch Messune § 
der CO,-Produktion [P. Mayer’), Wieland?’)], zum Teil durch 
Messung der gebildeten BRS. [Hahn und Haarmann’)] verfolgt.§ 

Wie in den vorhergehenden Kapiteln gezeigt, fungiert die OES. F 
in den Geweben als Wasserstoffacceptor. Gleichzeitig werden andere — ° 
Zellbestandteile in uquivalenter Menge oxydiert. Es kann also,f 
ebenso wie im normalen AtmungsprozeB, durch Oxydation dieser — 
CO, gebildet werden. Daher verliert die Messung des gebildeten 
CO, auf Zugabe von OES. als Grundlage einer Decarboxylierung F 
ginzlich ihre Beweiskraft. Wie aber Laki zeigte, wird unter ge-§ 
wissen Umstinden nach Zufiigung von OKS. zu den Gewebea§ 
eine iquivalente Menge von BRS. gebildet, die auf EKinwirkung & 
von OKS. oxydativ aus Kohlenhydraten entsteht. Also verlieren & 
auch alle jene Versuche ihre Beweiskraft, in denen der Nachwei — 
der BRS. als Beweis der Decarboxylierung herangezogen wurde f 
Kine Antwort auf die Frage der Decarboxylierung kann man nw 
durch quantitative, bilanzmiBige Versuche erhalten, in denen alle 


in Betracht kommenden Substanzen bestimmt werden. 


In dem von uns untersuchten Muskelgewebe wird die OES § ° 


mit groBer Geschwindigkeit reduziert, so daB die Lebensdauer 
der durch Oxydation gebildeten OES. nur kurz ist, und der 


eréBte Teil der zugesetzten OES. stets als FAS. vorliegt. Eine * 
Decarboxylierung der OES. kiénnte also nur dann eine griferf ”: 


quantitative Bedeutung haben, wenn ihre Geschwindigkeit mit 
jener Reduktion vergleichbar wire. 


die Intensitiit der Decarboxylierung verglichen mit der Intensitit 





1) Biochem. Z. 62, 462 (1914). 
*) Liebigs Ann. 436, 231 (1924). 
8) Z. Biol. 87, 465 (1928); $9, 563 (1930). 
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Bereits in unserer II. Mitteilung haben wir gezeigt, daB die °* 
dem Gewebe unter aeroben Bedingungen zugesetzte FS. oder AS. als f lier 
FAS. erhalten bleibt. Da die FS. unserer Theorie entsprechenl ff - 
stets zu OES. oxydiert wird, beweist bereits dieser Versuch, dal} 


kein 


lan 
(les 
deu 


mec 








andere 


n also, _ . 
dieser ™ Waschenem und dann aufgekochtem Muskelbrei untersucht, wobei 
die Menge des Muskels unseren iiblichen Versuchen entsprach. 


Mwewns _Ubereinstimmend mit Wieland, Hahn und Haarmann finden 
5 


ter ge. & 
eweben & 


ildeten 


rirkung 


chweis 


en alle 


. OES, 


sdauer & 
OES. und 3,5 mg FAS. Wird der durch die Bestimmungsmethode 


-bedingte Fehler korrigiert, so bedeutet dies 15,5 mg OES. und 


id der 


Hine 


roBere & 
/miiBte durch den Muskel in 10 Minuten in unspezifischer Weise 


'Img OES. decarboxyliert werden. Hiermit ist fiir die ganze zu- 
aB die °-. : » ee ' 
keine wesentliche Menge von OES. durch spezifische Decarboxy- 


lj 
schendg Ung verloren ging. 


h, dab 


it mut 


AS. als 


ensitiit 
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‘der Reduktion zu vernachlissigen ist und daf die Decarboxy- 
jlierung die Katalyse der Fumarsiure nicht zu stéren vermag. Mit 


Riicksicht auf die Wichtigkeit dieser Feststellung haben wir unsere 


' frihere Angabe wiederholt kontrolliert. Wir konnten unsere friihere 
| Angabe vollauf bestiitigen. In einem Versuch konnten z. B. die pro 


b Win 4ml zugegebenen 10mg AS., abgesehen vom durch die Methode 


eweben & - , 

fessune © vefunden werden. Von der zugesetzten AS. konnten sogleich 
oF 

6 durch & 

erfolet. E 

ie ORS. & 


bedingten Verlust, selbst nach einer Stunde quantitativ zuriick- 


87mg, nach 80 Minuten 8,7, nach 60 Minuten 9,1 mg zuriick- 
gefunden werden. Es bildete sich weder BRS. noch OES. Der 
sleichzeitig ausgefiihrte Atmungsversuch zeigte, daB die zugesetzte 
AS. die Sauerstoffaufnahme um 100°/, erhdhte. 

Die Decarboxylierung wurde auch in Gegenwart von ge- 


wir, daB die Geschwindigkeit der spontanen Decarboxylierung 


‘durch den gewaschenen sowie durch den gekochten Muskel auf 
das Doppelte gesteigert wird. Es muB also erwartet werden, dab 
rlieren @ U2Sere ungewaschene Muskelsuspension die OES. mindestens mit 
‘dieser Geschwindigkeit decarboxyliert, die fiir 10 Minuten 7°/, 


: eG Ae e 
wurde. : bety igt 


an nue a 
| Decarboxylierung durch Bilanzversuche zu orientieren. 


_ beispielsweise folgender Versuch zitiert: 4 ml der iiblichen Muskel- 


Zuletzt versuchte ich mich iiber das mégliche Ausmaf der 
Es sei 


suspension wurden mit 20mg OES. versetzt, 10 Minuten lang be- 
briitet, dann analysiert. Gefunden wurden 1,9 mg BRS., 12,9 mg 


47mg FAS. Bei einer gemittelten Konzentration von 15mg OES. 


gesetzte OES. Rechenschaft gegeben. Der Versuch zeigt also, daB 


In unserem Material ist also die Decarboxylierung ein so 
langsamer Vorgang, daB ihr, verglichen mit anderen Vorgingen 
es intermediiren Stoffwechsels, keine gréBere quantitative Be- 
deutung zukommt und sie keinen wichtigen Weg des_inter- 
mediiren Stoffwechsels darstellen kann. 
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Uber den H-Donator der OES.-Reduktion im Muskel. 
K. Laki. 


Mit 2 Figuren im Text. 


Die ausgedehnten Vorversuche iiber Bildung und Schwuad 
der BRS. im Muskel, auf die hier nicht noch einmal niher ein. 
gegangen werden soll, haben gezeigt, daB die zum Muskel zu. 
gesetzte BRS. bei der Bebriitung zum Schwinden gebracht wird, 
Die, aus geringen Mengen von BRS. (50 mg-°/,) verschwindende 
absolute Menge der BRS. ist gréBer als die Menge derselben Sub. 


stanz, die bei héheren Konzentrationen (150 mg-°/,) zum Schwund & 


gebracht wird. Die Verhiltnisse fiir den Schwund der sich bei 


der Bebriitung bildenden BRS. sind also besonders giinstig. Der 


Schwund der BRS. ist in der Muskelsuspension bedeutend schneller 
als im Muskelsafte, wo in 5 Minuten nur etwa 0,5 mg zum 
Schwinden gebracht werden kénnen. Durch Arsenigesiiure wird der 
Schwund aufgehoben. Bei Bebriitung mit Arsenit wird auch ohne 


besondere Zusiitze stets eine geringe Menge von BRS. vorgefunden § 


(0,5—1 mg in 10 Minuten). 


Die Bilanzversuche iiber die Reduktion der OES. wurden einerseits 
mit der iiblichen Muskelsuspension, andererseits mit Muskelsaft ausgefiihrt. 
In den Versuchen mit Suspension habe ich an Stelle von 4 ml Proben vou 
16 ml genommen. Diese Proben wurden in Erlenmeyerkolben unter Schiitteln 
bebriitet. In einer parallelen Serie enthielten die Proben auch 2 ml einer 


gesiittigten As,O,-Lésung. Vor der Zugabe der OES. wurden die Kolba§ 


zur Erreichung des Temperaturgleichgewichtes mit der Muskelsuspension 


10 Minuten lang im Wasserbad vorgeschiittelt. Dann wurden je 10 mg OES. 


in 4 ml Wasser zupipettiert. Kine Probe wurde dann sogleich enteiweiBt und 
analysiert. Die weiteren Proben wurden vor der EnteiweiBung 5, 10 uni 
15 Minuten bebriitet. 

Der Muskelsaft wurde folgendermafen hergestellt: Der gemahlene 
Muskel wurde sogleich in eisgekiihlter Ringerlésung aufgeschliimmt und 
unter Eiskiihlung 3 Minuten lang energisch geriihrt. Auf je 1 g Muskel 
wurde 1 ml Ringerlésung verwendet. Dann wurde durch ein Tuch aus: 


gepreBt. Wie Banga bereits in vorliegender Arbeit zeigte, gleicht die 


Atmung solch eines Extraktes der einer Muskelsuspension. 


Fiir die Reduktionsversuche wurden Proben von 16 ml des Extrakte® 
in 200 ml Erlenmeyerkolben mit 6 ml Ringerlésung und 2 ml Wasser oder™ 
As,O,-Lésung beschickt. Die Proben wurden 7 Minuten im Wasserbad§ 
geschiittelt, dann wurden je 6 ml OES.-Lésung (5 mg OES.) zupipettiert. Dee 


Versuch wurde durch EnteiweiBung nach 0, 3, 6 und 12 Minuten unter 
brochen. Enteiwei8t wurde mit je 3 ml H,SO, und Wolframat. 
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(Fig. 1a) die Reduktion der OES. intensivy vor sich geht. 
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Aus den je 10 Versuchen mit Muskel- und Suspensionssaft seien bei- 


spielsweise folgende 2 Versuche herausgegriffen, deren Ergebnisse in Fig. 1a,b 


und Fig. 2a, b dargestellt sind. An den Kurven ist die verschwundene 


Menge von OES. und die gefundene Menge FAS. und BRS. (in mg) pro 
4m] Suspension und pro 5 ml Extrakt dargestellt. Die gefundenen Mengen 
' yon FAS. und BRS. wurden auf Grund der im methodischen Teil (Straub) 
- angegebenen Kurven fiir den Verlust durch Adsorption am Muskel korri- 


giert. Um die Resultate vergleichbar zu machen, wurden die so gefundenen 


- Werte bei BRS. noch mit 1,5 multipliziert, und zwar, weil das Molekular- 


gewicht der BRS. */, des Molekulargewichtes der OES. betriigt. Kigentlich 


| sind es also nicht die Werte der BRS., die in der Kurve dargestellt sind, 


sondern es ist die mit der gefundenen BRS. iquivalente OES., die als BRS, 
eingezeichnet ist. 
Bei eingehender Betrachtung der Kurven sehen wir, daB im 


Versuch, wo Muskelsuspension ohne Arsen verwendet wurde 
Die 
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Fig. 1b. 


— Min 


Fig. la. 


Menge der gebildeten FAS. bleibt nicht wesentlich hinter der 


auch beweist, daB der Schwund der OKS. in erster Linie durch 
ihre Reduktion bedingt ist. Die Menge der gebildeten BRS. bleibt 


des Versuches wird gar keine BRS. mehr vorgefunden. 

In Gegenwart von Arsen (Fig. 1b) ist die Reduktion bedeutend 
schwiicher. Dies entspricht auch der schwiicheren Atmung, die 
im Respirometer in Gegenwart von Arsen beobachtet wird. In 
diesem Versuch sind die gebildeten Mengen von FAS. und BRS. 
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der verschwundenen OES. innerhalb der Fehlergrenzen der Methode 
aquivalent. Dies zeigt, daB die BRS. sich nicht durch Decarboxy. § 


lierung aus der OKS. gebildet hat, sonst kénnte nicht die aqui. 
valente Menge FAS. vorgefunden werden. Die BRS. muBte durch 


Oxydation aus einer dritten Substanz, aus einer Triose oder einem § 
Triose-Isomeren entstanden sein, die mit 2 Valenzen pro Mol, f 


oxydiert worden ist. 
Zu Ende des Versuches iibertrifft die gebildete BRS. die OES, 


und FAS. Die Menge der BRS., mit der sie die der beiden § 
anderen Substanzen iibertrifft, entspricht der Menge BRS., die in f 


Muskel in Anwesenheit von Arsen auch ohne OKS.-Zusatz ge. 
bildet wird. 


Im Versuche mit Muskelsaft, ohne Arsen (Fig. 2a), sind die f 
Mengen der OES., FAS., BRS. innerhalb der Fehlergrenzen der § 

















r: 
> Min. — Min 


Fig. 2a. Fig. 2b. 


Methode in den ersten Phasen des Versuches (3 Minuten) gleich. 
In den spiteren Phasen bleibt auch hier, so wie bei Fig. la, die 


BRS. zuriick, nur ist hier der Unterschied, dank des bedeutend § 
schwicheren Schwindens der BRS. im Extrakt, mit der Muskel- 


suspension verglichen, bedeutend geringer. 
In Gegenwart von Arsen (Fig. 2b) ist auch hier wie beim 


Muskel die Reduktion schwicher, und die gefundenen Werte der f 
3 Substanzen laufen parallel. Weil die BRS. aber standig neu § 
gebildet wird, sondert sie sich auch hier zuletzt von den beiden F 


anderen Substanzen ab. 
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Uber die Fumarsaure- Katalyse 
und das Verhalten der Brenztraubensaure in der Leber. 


Von 


E. Annau. 


Ich habe mich bereits friiher mit FS.-Katalyse und dem 
Schicksale der BRS. wiederholt beschiftigt'). Zur Erginzung 
dieser Arbeiten habe ich nun Versuche in 3 Gruppen ausgefiihrt. 
In der 1.Gruppe meiner Versuche, deren Resultate in der Tab.I dar- 


_ gestellt sind, habe ich den quantitativen Zusammenhang zwischen 


Sauerstoffaufnahme des iiberlebenden zerkleinerten Lebergewebes 
bei FS.-Zusatz, Zusatz von BRS. und dem gleichzeitigen Zusatz 
beider Substanzen untersucht. 

Nach der friiher entwickelten FS.-Theorie ist zu erwarten, 
daB sich bei den genannten Zusiitzen verschiedene Leberpriparate 
Ist die Leber reich an Donatoren, aber 
arm am FS., so mu erwartet werden, daB FS.-Zusatz an und 


| fir sich die Sauerstoffaufnahme erhéht, und daf der Zusatz 


weiterer Donatoren wie BRS. den Sauerstoffverbrauch nicht mehr 
steigert. Ist die Leber reich an FS., aber arm an Donatoren, 
so wird BRS.-Zusatz allein einen erhéhten O,-Verbrauch be- 
dingen. Ist die Leber mit beiden Stoffen gut versehen, so 
wird der Zusatz keinen erhéhten O,-Verbrauch geben. Ist 
die Leber aber sowohl an FS. wie an Donatoren arm, so wird 
nur der gleichzeitige Zusatz beider einen erhéhten O,-Verbrauch 


_ bedingen. 


Tab. I enthilt Beispiele fir alle genannten Fille. Vom 


Standpunkte unserer Theorie sind die Versuche von gréftem 


Interesse in denen nur der gleichzeitige Zusatz von FS. und 
BRS. eine erhéhte Sauerstoffaufnahme bedingt, oder bei denen 
die Zunahme der O,-Aufnahme bei Zugabe beider Substanzen 
gréBer ist als die Summe der Zunahmen nach Zugabe der 
Diese Versuche beweisen, daB auch 
die Oxydation der BRS. durch das katalytische FS.-System ver- 
mittelt wird. 


") Diese Z. 224, 141 (1934); Ebenda 2386, 58 (1935). 
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In der 2. Gruppe meiner Versuche, deren Resultate in dep 
Tab. Ila, b und ¢ dargestellt sind, habe ich den quantitativen 
Zusammenhang zwischen O,-Verbrauch und der verschwundener 
Menge der BRS. untersucht. Die verschwundene Menge der 
BRS. wurde mit dem durch FS.- plus BRS.-Zusatz bedingtey 
Mehrverbrauch von QO, verglichen. Aus diesen ‘T'abellen ergibt 
sich, daB in Gegenwart von FS. auf ein verschwindendes 
Molekiil BRS. ein Atom O aufgenommen wird. Ohne Fumarat. 
zusatz wird auf dieselbe Menge der verschwindenden BRS, 
weniger OQ, aufgenommen als Zeichen dafiir, daB die Oxydation 
unvollstindig ist. 


Tabelle I. 
Versuche mit Leber. 


0,3 g Gewebe, 4 cem Phosphatpufferlésung. Versuchszeit 60 Minuten. 
Verbrauchter O, in cmm. 



































y 2,32 m ' 
2,32 mg nd ag een a Diffe- 
Nr.| @ Fumar- — 2,4 mg renz Bemerkungen 
siure trauben- | Brenztrau-| jp ly 
siure bensiiure 

1 120 107 234 455 327 | 12 Std. gehunger 
2 144 292 290 537 84 desgl. 

3 156 270 252 599 122 desgl. 

4 207 201 209 605 201 Nicht gehungert 
5 166 206 252 232 i) 48 Std. gehungert 
6 184 190 289 365 92 desgl. 

7 159 185 222 207 i desgl. 

8 | 155 332 149 517 43 | 60 Std. gehungert 
9 187 194 222 377 94 12 Std. gehungert 
10 156 172 182 236 37 48 Std. gehungert 
11 138 404 269 444 i) Nicht gehungert 
12 111 125 193 486 288 60 Std. gehungert 
13 139 160 172 413 158 48 Std. gehungert 
14 105 121 182 500 313 desgl. 
15 188 157 186 367 134 desgl. 
16 172 135 192 239 77 desgl. 
17 132 566 259 587 p Nicht gehungert 
18 120 428 153 467 G 72 Std. gehungert 
19 | 129 173 187 444 157 Nicht gehungert 








Besonders interessant erscheint dieses Resultat im Lichtef 
der Acetonbestimmungen, die in Erginzung dieser Versuche uf 


denselben Ansitzen ausgefiihrt wurden. Diese Bestimmunge! 


zeigen, daB stets Aceton in gréBerer Menge vorgefunden wird. 
falls wegen Mangels an FS. die Oxydation der BRS. nicht uf 
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in den § Tabelle Ifa. 
itativen Gewicht des Gewebebreies 0,5 g, Vol. der Versuchsfliissigkeit 6 ccm. 
ndeney m/15-Phosphatpuffer py 7,4. Versuchszeit 60 Minuten. 
ge der P biel i 
dingten auerstofiverbrauch in cmm. 
ergibt 2 uneeee — ' wera na ir pace incagun avenue 9 : = paeeaaeientil 3 - aoe oe ee ; ~ . 
idendes § : 
orat. 4,4 mg iffer 
gees Nr. oe 5,8 m Brenz- ae 
BRS § Brenz- P MS — |traubeusiiure, 6 0.-Auf ve 
Fumarsiiure 3—4 
I 368 272 591 271 320 
2 377 272 554 271 283 
3 221 259 529 198 331 
ilies 4 286 249 592 128 424 
) 5 508 430 721 393 378 
3 mg 3 mg 
B 4 mg eae 
renz- ” Brenz- § Differenz 
traubensiure Pomarséare traubensiure 
igen aubensiure | i 
6 392 363 445 254 191 
ene 7 382 363 488 254 243 
ngert 


Tabelle IIb. 











gert Bestimmung des molekularen Verhiltnisses zwischen der 
ingert Sauerstoffaufnahme und umgesetzter Brenztraubensiiure. 
ingert , Umgesetzte Sauerstoff 
O,-Verbrauch 
ingert s Brenz- Brenztraubensiiure 
—" 2 np traubensiure cmm 
gert Tab. Ila : ; 
ingert in mg mg 
ingert 
320 2.50 128 
283 2.50 113 
331 2.27 146 
gert 424 2,60 163 
ngert 328 2,60 126 
gert ini enilaanets ~ 
191 1,60 119 
Lichte 234 1,80 — 130 
che uf Mittelwert 132 + 6 
nungel 


Der Quotient von O,/2 - Brenztraubensiure = 22410/176 = 127,4 cmm/mg, 
folglich ist das molekulare Verhiltnis zwischen O, und umgesetzter Brenz- 
icht fF tranbensiure: 1 Mol O, auf 2 Mol Brenztraubensiiure. 


1 wird, 
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Tabelle Ile. 


Verschwundene Mengen der zugesetzten Brenztraubensiure. 























Ohne Fumarsiiure Mit Fumarsiure 
Berechnet | Gefunden Berechnet Gefunden 
| are ae a 
1 077 | 2,68 2,50 | 2,50 
2 0,83 | 2,90 2,21 | 2,50 
3 — | — 259 | 2,27 
4 0,92 | 2,90 3,31 | 2,60 
5 0,90 | 2,80 2,56 | 2,25 
6 1,08 | 1,70 1,49 | 1,70 
7 1,60 | 2.65 1,82 | 1,80 








normaler Weise verlaufen kann. Kann das FS.-System also 
wegen Mangels an Katalysator nicht seine Funktion normaler- 
weise ausiiben, so wird die BRS. unvollstandig oxydiert, es wird 
weniger als 1 Atom O pro mol BRS. aufgenommen, und es bildet 
sich aus der BRS. Aceton. In Gegenwart von FS. wird kein 
Aceton gebildet. 

Diese Tabellen zeigen auch, daB die FS. in den Fehler- 
grenzen der Methode keinen HinfluB auf die Menge der ver- 
schwindenden BRS. ausiibt. Mit und ohne Fumaratzusatz ver- 
schwindet dieselbe Menge von BRS. Die FS. beeinfluBt nur den 
Gang der Oxydation, die durch F'S.-Zusatz vollstandiger wird. 


Tabelle III. 


Versuche mit Alanin. 


0,3 g Gewebe. 4 ccm Phosphatpufferlésung. Versuchszeit 60 Minuten. 
Verbrauchter O, in cmm. 





2,32 mg}. 2,32 mg Diffe- 
Nr 9 Fumar- | 7? ms sary eran, renz Bemerkungen 
” Alanin 4,4 mg 
saure Alanin in °/ 
1 187 194 168 532 174 12 Std. gehungert 
2 166 206 164 188 9 48 Std. gehungert 
3 | 184 190 188 450 136 desgl. 
4 | 159 185 132 360 94 desgl. 
D 155 332 196 419 ° 26 60 Std. gehungert 
6 156 172 120 190 § 48 Std. gehungert 
7 129 173 100 491 184 Nicht gehungert 
8 172 135 120 463 243 48 Std. gehungert f 
9 282 548 280 583 g Nicht gehungert 
10 201 487 166 462 i) 24 Std. gehungert 
11 258 445 179 438 My Nicht gehungert 
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In der Tab. IJ werden Versuche angegeben, die sich an 
die Versuche der Tab. I anlehnen, mit dem Unterschied, daB an 


Stelle von BRS. Alanin zugesetzt wurde. Dieser Donator ver- 


pilt sich der BRS. ihnlich. 


Methodisches: In der 1. Gruppe der Versuche arbeitete ich mit 
der schon in den friiheren Mitteilungen angegebenen Methodik nach 
Warburg. Die frisch nach dem Téten des Kaninchens herausgenommene 
Leber wurde im Latapie-Apparat zerhackt und in einer Phosphatpuffer- 
lisung von pq 7,4 suspendiert. Volumen der Versuchsfliissigkeit betrug 4 
und 6ml. Die BRS. und FS. wurde in Form ihrer Na-Salze angewandt. 


In der 2. Gruppe der Versuche mute zuerst aus der nach Folin 
enteiweiBten Gewebesuspension die entstandene Acetessigsiiure ausgetrieben 
werden, ohne BRS. zu verlieren. Dazu benutzte ich einen besonderen 
Apparat, dessen Beschreibung demniichst folgen soll, und der es gestattet, 
das Aceton bei vermindertem Druck und bei konstanter Temperatur aus- 
zutreiben und abzufangen. Der Destillationsriickstand diente zur Bestimmung 
der BRS., die colorimetrisch, anlehnend an die Bestimmung Csonkas, 
yorgenommen wurde. 


Uber die Funktion der Succinodehydrase. 
Von 
K. Laki. 


Mit 1 Figur im Text. 


Seit den grundlegenden Arbeiten Kinbecks und Hahns 
iiber Succinodehydrase wird allgemein angenommen, daf die 
Bernsteinsiiure an diesem Ferment zu Fumarat oxydiert wird. 
Nachdem aber gewohnliche Succinodehydrasepriiparate stets eine 
sehr aktive Fumarase enthalten, die FS. oder AS. in kiirzester 
Zeit in FAS. iiberfiihrt, ist der Nachweis der FS. kein Beweis 
dafiir, da8 sie primar entstanden ist. Diese Frage konnte nur 
mit einem Fumarase-freien Succinodehydrasepriparat gelést werden. 
Ich habe bereits friiher versucht (II. Mittlg.), den N. Alwall?) und 
J. Lehmannschen?) Angaben entsprechend aus Taubenbrustmuskel 
ein derartiges Fermentpraparat herzustellen. Nachdem diese Ver- 
suche nicht zum gewiinschten Erfolg gefiihrt haben, wiederholte 
ich nun diese mit dem von Lehmann gebrauchten Material, dem 
Pferdefleisch. Seinen Angaben entsprechend konnte aus diesem 
Material das gewiinschte Fumarase-freie Ferment hergestellt werden. 


) Skand. Arch. Physiol. 55, 100 (1929). 


*) Ebenda 58, 45 (1929). 
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Mit diesem Ferment wird nun gezeigt, daB die Succinodehydrage 
die Bernsteinsiure zu Fumarat oxydiert und nur die FS. und 
nicht die AS. hydrierend aktiviert). 


Exp. Muskel A (Fumarase-haltig). Pferdefleisch 1 Stunde nach dey 
Tode in der Latapie-Miihle gemahlen, dann 10’ lang mit dem 20 fachey 
Vol. auf 0° gekihlten destillierten Wassers gewaschen. 10 g des aus. 
gepreBten Muskels werden in einem Mérser mit Seesand verrieben, dany 
in 45 ml eines '/,,m. py 7 Phosphatpuffers suspendiert. 

Muskel B (Fumarase-frei). Der wie oben mit eisgekiihltem Wasser ge. 
waschene Muskel wurde 20’ lang mit dem 20 fachen Vol. 48,5° Wassers 
gewaschen, dann wie oben mit Sand verrieben und in Phosphat suspendiert, 

Je 2 ml dieser Muskelsuspensionen wurden in Erlenmeyerkolben 
pipettiert und in das Wasserbad von 38° versenkt. Nach 5 Minuten wurde 
je 1 ml m/10 vorgewirmte FS. zupipettiert. Nach der entsprechenden 


Zeit wird je 1 ml 20°/, Trichloressigsiiure zugegeben, filtriert, das anwesende F 


Fumarat nach Straub (vgl. II. Mittlg.) vermittels KMnO, titriert. Die 
Resultate sind in folgender Tabelle gegeben. 


Tabelle I. 


Zeit in Minuten ........ 0 1 2 4 10 30 40 50 60 
mg Fumarat gefunden, Muskel A 11,6 10,4 9,0 7,6 3,7 — — — — 
mg 9 ” 9 B 1 1,6 ys = ai raced 11,0 10,8 10,8 10.6 


Die Tabelle zeigt, daB der Muskel A die FS. sehr rasch in 


FAS. iiberfithrt, wihrenddessen der nach Lehmann behandelt § 


Muskel das Fumarat nur spurenweise angreift. 

Das Dehydrierungsvermégen beider Muskelpriiparate wurde 
im modifizierten Thunberg- Apparat’) durch die Mb-Entfarbung 
verglichen. 2 ml beider Suspensionen entfirben bei 37° 1 ml! 
einer }/,,,, Mb-Liésung in Gegenwart von 1 ml m/10 Succinat 
und 1 ml Wasser in 6’. Ohne Succinat wird der Farbstoff auch 


in 3 Std. nicht entfirbt. Die Behandlung des Muskels mitf 
warmem Wasser verringert also seine Fahigkeit, Succinat inf 


Gegenwart von Mb zu dehydrieren, nicht merklich. 

Das Dehydrierungsvermégen in Gegenwart von QO, als H- 
Acceptor wurde im Warburgschen Apparat gemessen. Auch 
hier wurden je 2 ml der Suspension wie oben mit Wasser un 
Succinat versetzt. Letztere Lisung wurde aus dem Seitenrohr 
nach erreichtem Temperaturgleichgewicht zugegossen. Das Resultat 
des Versuches ist in Tab. II dargestellt. 


1) Es sei bemerkt, daB die beiden Schlubfolgerungen auch aus den 
aus anderen Griinden durchgefiihrten Potentialmessungen Lehmanns sich 


hitten ableiten lassen. 
*) IL. Mittlg. 8. 18, Fig. 2. 
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Tabelle IL. 


Zeit in Minuten ....... 10 20 30 40 50 60 70 80 90 
(,-Aufnahme in cmm, Muskel A 138 255 396 498 600 690 750 786 807 
j 2 ,cmm, , B 144 285 390 486 570 630 675 708 744 


Die Tabelle zeigt, daB beide Muskelpriiparate anniihernd 
in gleicher Weise das Succinat aerob zu oxydieren vermigen. 
Nach Ablauf des Versuches (90 Min.) wurde das Reaktionsgemisch 
mit Trichloressigsiure versetzt und das Fumarat bestimmt. Im 
Muskel A wurden 2,5 mg, im Muskel B 8,5 mg gefunden. 


Parallel mit dem letztbeschriebenen Versuch wurden je 20 ml der 
Muskelsuspensionen in 500 ml Erlenmeyerkolben pipettiert. Zu den 
Suspensionen wurden dann 15 ml Phosphat m/15 py 7,0 und 5 ml m/5 Sue- 
cinat zugegeben. Die Kolben wurden ins Wasserbad von 387° versenkt und 
durch Schiitteln oxygeniert. In verschiedenen Zeitabstiinden wurden 4 ml 
entnommen und mit 1 ml Trichloressigsiiure enteiweibt, darin das Fumarat 
bestimmt. 

Nach Ablauf von 120’ wurden zu den noch anwesenden 20 ml des 
Reaktionsgemisches des Fumarase-freien Muskels B 5 ml der Suspension 
des Muskels A (Fumarase) zugesetzt und die F'S.-Bestimmungen fortgesetzt. 


Die Resultate dieses Versuches sind in beistehender Figur 
dargestellt. Die oberste Kurve gibt die FS. an, die aus dem 








—! 





20 50 80 100 = 120 130 140 


— > MIN. 


0,-Verbrauch beim Muskel B berechnet wurde, vorausgesetzt, 
daB das Succinat zu FS. oxydiert wird und diese erhalten bleibt. 
Die zweite, darunter liegende Kurve gibt die tatsichlich ge- 
fundene FS. Sie zeigt, da’ in diesem Fumarase-freien Muskel 
annihernd die theoretische Menge des Fumarats tatsichlich vor- 
gefunden werden kann. Nach Zugabe der Fumarase (Pfeil) 
sinkt die Fumaratkonzentration in kurzer Zeit auf das durch die 
Gleichgewichtskonstante vorgeschriebene Niveau. Die unterste 
Kurve zeigt das im Fumarase-enthaltenden Muskel A gefundene 
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Fumarat, dessen Menge dem Gleichgewicht entspricht. Dieser 
Versuch beweist unzweideutig, daB das primaire Oxydationsprodukt 
der Bernsteinsiure an der Succinodehydrase die FS. ist. 

Meine friiheren’), mit (Fumarase-haltigem) Taubenmuskel aus. 
gefiihrten Versuche zeigten, dab am gewaschenen Muskel, (. |, 


an der Succinodehydrase, F'S, und AS. in gleicher Weise hydrierend 
aktiviert werden. Diese Versuche wurden nun mit Fumarase. § 
freiem Muskel bzw. der Fumarase-freien Succinodehydrase wieder. § 
holt. Sie wurden im modifizierten, zum Zwecke der Hydrierungs. § 


versuche konstruierten Thunberg-Apparat vorgenommen?). Als 


H-Acceptor diente eine 1:2000 Neutralrotlésung, die durch Sulfit f 


reduziert war. 


Der gemahlene und gewaschene Pferdemuskel wurde in Phosphat ¥ 


(je 3ml auf 1g Muskel) suspendiert. Von dieser Suspension wurden fiir 
je einen Ansatz 1,5 ml genommen, und mit je 1 ml FS. bzw. AS. und 


1 ml Leukofarbstofflésung versetzt. Der Fumarase-haltige Muskel wurde § 


durch 20 Min. langes Waschen im 0° Wasser hergestellt. Der Fumarase- 


freie Muskel wurde auBerdem auch noch 20 Min. lang mit dem 20 fachen | 


Vol. eines 48,5° Wassers gewaschen. 
Der Versuch zeigt, daB der Fumarase-haltige Muskel den 


Leukofarbstoff in Gegenwart von Fumarat oder Malat in gleicher 
Weise in 3—6 Min. anfirbt. Der Fumarase-freie Muskel firbt den 


Leukofarbstoff in Gegenwart von I'S. in 3—6 Min. an, wahrend er § 


unfihig ist, binnen 2 Stdn. den Leukofarbstoff in Gegenwart vou 
AS. zu farben. Dies zeigt unzweideutig, daB die Succinodehydrase 
unfaihig ist, AS. als Wasserstofidonator zu aktivieren, und die 


scheinbare Aktivierung der AS. der auf Einwirkung der Fumarase § 


entstandenen FS. zugeschrieben werden muB. 


) If. Mittlg. S. 34. *) Ebenda S. 18, Fig. 3. 
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Uber das Mimosin?). 


Von 
Jany Renz. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften 
und dem Botanischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. September 1936.) 


Schneidet man die jungen, frischen riebe oder die Blatt- 
stiele der Sinnmimose (Mimosa pudica L. und ebenso Leucaena 
glauca Benth.) durch, so tritt an der Schnittfliche ein Safttropfen 
aus, der eine zuniichst schleimige Substanz enthalt. Dieses Produkt 
krystallisiert zum Teil nach einigem Stehen und ist durch eine 
auBerordentlich intensive Violettfarbung mit Ejisenchlorid aus- 
gezeichnet. Schon im Jahre 1890 hat Haberlandt?) festgestellt, 
daf diese Substanz in hoher Konzentration in den Schlauchzellen 
des Siebteils enthalten ist. Spiter hat Molisch*) — gestiitzt 
auf die FeCl,-Reaktion — in einer Studie tiber Mimosa pudica 
angenommen, daB die fragliche Substanz ein Vertreter der 
aromatischen Reihe, vielleicht eine phenolartige Verbindung, sei. 

Nachdem durch die Arbeiten von Ricca‘) bewiesen war, daf 
die Blattbewegungen der Mimose durch chemische Stoffe ausgelést 
werden, lag es nahe, an einen Zusammenhang der Erregungs- 
substanz mit dieser im Siebteil so stark angereicherten, ritselhaften 
Verbindung zu denken. Diese ist auch wirksam im Mimosentest, 


jedoch liegt der Schwellenwert bei einer etwa 0,03 m Konzentration. 


Die Wirksamkeit ist also etwa 10 mal kleiner als es Fitting‘) 
fiir einige a@-Aminosiuren gefunden hat und bedeutend geringer, 


') Da die Untersuchung aus duBern Griinden abgebrochen werden 
mubte, sollen die vorliufigen Befunde mitgeteilt werden. 
*) Das reizleitende Gewebesystem der Sinnpflanze, Leipzig, 1890. 
*) Sitzgsber. Akad. Wiss., Wien, Klasse I, 124, 507 (1915). 
*) Nuov. giorn. bot. ital. N.S. 23 (1916); Arch. ital. Biol. 65, 219 (1916); 
Nature 117, 655 (1926). 
5) Jb. Bot. 72, 700 (1930). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIV. 








154 Jany Renz, 


als nach unseren heutigen Kenntnissen von der eigentlichen 


Erregungssubstanz zu erwarten ist’). 


Die physiologische Bedeutung der krystallisierten Substanz ist § 
unbekannt. Es ware aber durchaus daran. zu denken, daf ihr & 
eine Rolle im Regulierungsmechanismus des Turgordruckes inf 


den Gelenkpolstern der Blattstiele zukommt. 


In neuster Zeit hat K. Suessenguth?) verschiedene Reaktionen f 


mit dem fraglichen Stoff ausgefiihrt. Er konnte feststellen, das 
dieser in absolutem Alkohol, Methanol, Chloroform, Ather, Xylol 
unléslich ist, dagegen léslich in 50°/,igem Alkohol in der Wirme 
und umkrystallisierbar aus Wasser. Ebenso lést er sich leicht 
in verdiinnten und auch methylalkoholischen Laugen. Die Nin. 


hydrinreaktion ist positiv. Beim Erhitzen mit Alkali entstehen§ 


keine Amine; beim Kochen mit Siuren nimmt man einen deut- 
lichen chinonartigen Geruch wahr (ahnlich wie beim Arbutin), 


Die Substanz soll weiterhin nach dem Vorschlage von K.Suessen.f 


guth als ,,Mimosin“ bezeichnet werden. 


Da mir durch das Entgegenkommen von Herrn Prof f 
C. von Faber’) am_ botanischen Institut ein Treibhaus mit ¥ 


Mimosa pudica zur Verfiigung gestellt wurde, war es mir moglich, F 
die Substanz in etwas gréBerer Menge in reiner krystallisierter F 


Form darzustellen. 


Die aus Wasser in meist sechseckigen Blattchen krystalli- 
sierende Verbindung besitzt einen scharfen Schmelzpunkt bei 228° 
BP oe — 21! 


und weist in wiaBriger Liésung die Drehung [a}?” = 
(c = 0,5) auf. 


Aus den iibereinstimmenden Analysenwerten berechnet sich f 
das Atomverhiltnis C,H,O,N. Kine Molekulargewichtsbestimmuny f 
mit kleinen Mengen auf physikalischem Wege ist wegen der Un- 
léslichkeit des Mimosins in Campher oder Bornylamin nicht durch-f 
fiihrbar. Hingegen kann das Aquivalentgewicht durch Titration 


mit Lauge ermittelt werden. Titriert man in wiBriger Loésung 


mit Phenolphthalein, so berechnet sich aus dem Verbrauch ef 





1) Vgl. auch die Versuche von K. Umrath, Planta 3, 177 (1927): f 


4, 812 (1927); 5, 274 (1928); Jb. Bot. 73, 705 (1930); R. Snow, Proe. roy. 
Soc. Lond. (B) 96, 371 (1924); 98, 188 (1925) und besonders von A. Soltys 
und K. Umrath, Biochem. Z. 284, 247 (1936). 

*) Ich danke Herrn Prof. Suessenguth fiir die Uberlassung seiner 
Versuchsdaten und ebenso fiir die Anregung, die er mir zu _ diese? 
Arbeit gab. 

*) Ich méchte auch an dieser Stelle Herrn Prof. C. von Faber fii 
sein Entgegenkommen meinen verbindlichsten Dank aussprechen. 
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Aquivalentgewicht von 198,8. Dies entspricht der Formel (C,H,0,N), 


(MG. = 198). Bei der Titration nach Willstitter und Wald- 
schmidt-Leitz mit Thymolphthalein als Indicator ergibt sich ein 
Aquivalentgewicht von 130. Die letztere Methode zeigt also gerade 
um die Halfte mehr aciden Wasserstoff an, als in wiBriger Lisung 
titriert wurde. Die wahrscheinlichste MolekiilgréBe ist nach diesen 
Befunden (C,H,O,N), (MG. = 396). Danach sind in wiBriger Lisung 
zwei (2 X 198,8), in alkoholischer drei (3 x 130) saure H-Atome 
titrierbar, d. h. eine Siuregruppe ist in wiBrigem Medium durch 
eine der nach van Slyke nachweisbaren primiiren Aminogruppen 
maskiert. Von diesen beiden Aminogruppen befindet sich dem- 
nach eine mit groBer Wahrscheinlichkeit in @-Stellung zu einem 
sauren Substituenten. 

Die intensive Kisenchloridreaktion spricht fiir die Phenolnatur 
des Mimosins. Nach van Slyke sind zwei freie Aminogruppen 
nachweisbar. Bei der Analyse nach Zeisel wurde festgestellt, 
da8 methylierter Stickstoff nicht vorhanden ist. Wegen der Un- 
léslichkeit in Anisol und Pyridin ist die Bestimmung der aktiven 
Wasserstoffatome nicht durchfiihrbar!). Die Verbindung nimmt 
bei der katalytischen Hydrierung nach Adams keinen Wasserstoff 


auf. Bei der Einwirkung von iatherischer Diazomethan-Lisung 


tritt Methylierung ein. Das Reaktionsprodukt zersetzt sich leicht. 

Die ausgefiihrten Versuche legen fiir diesen Inhaltsstoff der 
Mimose die Formel C,,H,,O,N, nahe. Der hohe Sauerstoffgehalt, 
die Farbreaktion mit Kisenchlorid und die Léslichkeitsverhiltnisse 
sprechen fiir eine Oxyaminosiure. 

Wenn hier eine neue, natiirlich vorkommende Aminosiiure 
vorliegt, beansprucht die Substanz auch vom biochemischen Stand- 
punkt einiges Interesse, ebenso vom pflanzenphysiologischen, da 
die meisten der freien Aminosiuren in Samen und in Keimpflanzen 
aufgefunden werden. 


Versuchsteil. 


Tsolierung des Mimosins: Die jungen Triebe und Blatt- 
stiele von Mimosa pudica (etwa 100 Pflanzen) werden in méglichst 
saftigem Zustand (Monat August) mit einer scharfen, vernickelten 
Schere durchgeschnitten. Der an der Schnittflache austretende 


‘) In Pyridin suspendiert erhilt man mit einer Einwage von 5,06 mg 
0,26 cem CH,. Dies entspricht etwa einem aktiven Wasserstoffatom (wenn 
das MG. = 396 ist), doch diirfte dieser Wert infolge der Unléslichkeit der 
Substanz ein zufalliger sein. 


i” 
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Safttropfen wird in ein Wigeglas abgestreift; die griinlichgell: § 


schleimige Masse krystallisiert nach einiger Zeit teilweise durch, 


Man beobachtet die verschiedensten Krystallformen (dendritische 
Formen; sechsseitige Tafelchen, Prismen, Nadeln, oft zu Biischel § 


vereint). 


durchgerieben und vom ungelist gebliebenen Roh-Mimosin 4). 


filtriert. Der gelbbraune Riickstand.wird jetzt mit 70°/, igen§ 
Alkohol ausgekocht und die gelbgefirbte Mutterlauge noch heit— 
abgesaugt. Das Ungeliste wird wiederholt aus heiBem Wassef 
umkrystallisiert. Es konnten 200 mg eines weiben, einheitlichf 


krystallisierenden Produktes mit einem konstanten Schmelzpunk 
bei 228° gewonnen werden. 
Die Ausbeuten kénnten durch Aufarbeiten der ganzen Triel 


erhéht werden. Da wir in der Hisenchlorid-Reaktion einen auber.f 
ordentlich empfindlichen Test besitzen und auBerdem die wich 
tigsten Eigenschaften der Substanz jetzt bekannt sind, miBte dif 
Abtrennung von den Ballaststoffen ohne allzugroBe Verluste gelingen, 

Kigenschaften: Das Mimosin krystallisiert aus seiner gegei — 


Lackmus sauer reagierenden wibrigen Lésung in unregelmibi 
sechsseitig abgeschnittenen, meist schmalen Tafelchen (es gibt auel 
ganz regelmiBig sechsseitige Formen und Nadeln). 

Beim Schmelzpunkt, der bei 227—228° liegt, tritt Brau. 
firbung und Zersetzung ein. Die Substanz lést sich in Wasser 
und verdiinntem Alkohol, in allen iibrigen organischen Solventie 
dagegen nicht. Das sehr bestindige Mimosin erleidet an de 
Luft keinerlei Verinderung. Ammoniakalische Silberlésung wir 


nicht reduziert. Pikrinséure gibt keine, Phosphorwolframsiur§ 


eine weife und Kaliumwismutjodid eine gelbe Fillung. Be 
Erhitzen mit Baryt wird Kohlendioxyd abgespalten. 


Farbreaktionen: Am wichtigsten sind die Farbreaktionaf— 
mit Eisenchlorid und Ninhydrin. In nachfolgender Tabellkf 
sind die Grenzkonzentrationen ersichtlich (0,2 cem wibng 


Mimosinlésung + 1 Tropfen Reagenz). 
Da mit Chromsiure und andern Oxydationsmitteln kew 


Farbstoff gebildet wird und der mit Eisenchlorid entstandeuf 


auch mit Reduktionsmitteln nicht riickgingig gemacht werdel! 
kann, so beruht diese Farbreaktion nicht auf einem Oxydations 


prozeB, etwa so, daB ein chinoides System ausgebildet wiirde. Sif 
ist mit aller Wahrscheinlichkeit einem phenolischen Charaktelf 


des Mimosins zuzuschreiben. 


Das gesammelte Rohprodukt wird mit absolutem Alkohilf— 
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Uber das Mimosin. 
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‘onzentration. Ninhydrin - ; ; 
prosecitgeleat der | (1°/, ige alkohol. Lésung) (5 / prone oe 
- Lésung an Mimosin bei 60° lo 
0,33 sehr intensiv blau-violett intensiv violett 
0,033 blau violett 
0,0165 nach 10 Min. deutlich blau deutlich violett-rosa 
0,011 nach i0 Min. gut erkennbar deutlich violett-rosa 
0,009 erkennbar erkennbar 
0,008 eben noch erkennbar schwach erkennbar 
0,0066 negativ eben noch erkennbar 
0,0033 negativ negativ 








Die Substanz gibt mit Diazobenzolsulfosiure in  soda- 
alkalischer Lésung eine rote Farbung. Die Fichtenspanreaktion 
ist sowohl in wibriger als auch in stark alkalischer Loésung 
negativ. Negativ sind auBerdem die Ehrlichsche Reaktion mit 
p-Dimethylaminobenzaldehyd, die Reaktion von Adamkievics- 


'Hopkins-Cole mit Glyoxylsiure-konzentrierter Schwefelsiure, 


die Reaktion von Molisch, die Biuretreaktion, die Millonsche 
und Xanthoproteinreaktion. Auch gibt das Mimosin keine 
Farbungen mit Nitroprussidnatrium und fuchsinschwefliger Saure. 


Elementaranalyse: 4,335, 4,436 mg Subst. (bei 100° i. V. tiber 
P.O, getr.), 7,675, 7,850 mg CO,, 2,04, 1,95 mg H,O: 4,326 mg Subst.: 
0,563 cem N, (22°, 717 mm). 

C,H,O,N Ber. C 48,48 H 5,05 N 14,14 
Gef. ,, 48,29, 48,26 ,, 5,27, 4,92 ,, 14,24. 


Polarisation: In Wasser gelést (¢ = 0,5) drehte das Mimosin im 
2dm-Rohr bei 22° um 0,21° nach links. 


(a}?” = — 21°. 


Stickstoffbestimmung nach van Slyke: 0,0066 g Substanz in 
2,00 cem Wasser gelést, 0,93 cem N, (18,5°, 728 mm). Im Blindversuch 
wurden 0,17 cem N, entwickelt. Die wahre Stickstoffmenge (0,93—0,17 
= 0,76 cem) entspricht einem Aminostickstoffgehalt von 6,4°/,. Bei einer 
molekularen Zusammensetzung C,,H,,O,N, (Mol.-Gew. = 396), berechnet 


sich fiir zwei primaire Aminogruppen 1,07 °%/,. 


n keil 
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Titration in wiSriger Lésung: 19,928 mg Substanz wurden in 
10 com Wasser heiB gelést, mit 1 Tropfen Phenolphthaleinlésung versetzt 
und heiB mit 4/,99n-Natronlauge titriert. Verbrauch = 10,02 ccm. Dies 
entspricht einem Aquivalentgewicht von 198,8. 

Titration nach Willstitter und Waldschmidt- Leitz (Modifi- 
kation nach GraBmann und Heyde): 3,149, 2,759 mg Substanz ver- 
brauchten 2,50, 2,12 cem '/,), n-alkoholische Natronlauge. Es berechnet 
sich ein Aquivalentgewicht von 126 und 130. 
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Methylierung mit Diazomethan: In einem Vorversuch 
mit 5 mg konnte festgestellt werden, da8 das Mimosin in Athe 


suspendiert, mit Diazomethan in Reaktion tritt unter Bildung f 


eines Methylierungsproduktes, das in Nadeln krystallisiert unj 


bei 104° unter heftiger Zersetzung schmilzt. Die EKisenchlorid.f 


reaktion ist negativ. 
64 mg Mimosin, feinst verrieben und in Ather suspendiert, 


wurden mit iiberschiissiger itherischer Diazomethanlésung ver. 
setzt. Unter Stickstoffentwicklung ging die Substanz in Lésung.f 
dabei bildete sich zum Teil ein an der Glaswand haftendesf 
harziges Produkt. Der Ather wurde vorsichtig im Vakuum ab.f 


gedampft; der Riickstand, der gréBtenteils krystallisierte, in wenig 
Ather aufgenommen und yon den Schmieren getrennt. Das 
Methylierungsprodukt war ungemein leicht léslich in Alkohol 


Aceton und ziemlich gut in Wasser, Benzol und Petrolither. Kf 
lieB sich aus Chloroform umkrystallisieren. Beim Zusammen-f 


kratzen der Substanz mit einem Spatel verpuffte plétzlich die 


ganze Masse unter Aufschiumen, starker Warmeentwicklung unif 


brenzlichem Geruch. Auch ein kleiner Teil, der aus Chloroform 
in Nadeln krystallisierte, war am nichsten Morgen zersetzt. Au 
den zersetzten gelben Schmieren krystallisierten beim Anreiben 


mit Ather wenige Nadeln aus, die aber wegen der allzu geringef 


Menge nicht untersucht werden konnten. 

Neben der Methylierung scheint noch eine weitere Un. 
setzung mit Diazomethan eingetreten zu sein unter Bilduy 
einer sehr zersetzlichen Verbindung. 


Zusammenfassung. 


1. Im Siebteil der jungen Triebe und Blattstiele vo 
Mimosa pudica L. ist eine Substanz enthalten, die durch ein 
intensive Farbreaktion mit Eisenchlorid ausgezeichnet ist uni 
die den Charakter einer aromatischen Oxyaminosiure besita 

2. Die wahrscheinlichste Formel des Mimosins ist C,,H,,0,\, 
Auf diese Formel bezogen sind drei titrierbare saure Gruppe! 
und zwei primire Aminogruppen nachweisbar, von denen sit! 
eine in «-Stellung zu einer Carboxylgruppe befindet. 

3. Die neue Aminosiure vermag die Reizreaktion der Fieder 
blattchen der Mimose auszulisen; allerdings in einer Konzer- 
tration, die auch fiir viele andere Substanzen als wirksam nacl: 
gewlesen wurde. 
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Studien iiber die Thormahlensche Reaktion 
melanotischer Harne. 
Von 


R. Zeynek und H. Waelsch. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. September 1936.) 


J.Thormahlen hat 18871) bei einer an Lebertumoren 
(Melanosarkom) leidenden Patientin im dunkelbraunen, uratreichen 
Harn nach Zusatz von Nitroprussidnatrium und Lauge eine schén 
violette Firbung beobachtet, welche durch iiberschiissige Essig- 
siure prichtig blau wurde. Die reaktionsgebende Substanz war 
als Melanogen anzusprechen. Thormahlens weitere Erfahrungen 
waren im wesentlichen folgende: die farbgebende Substanz (hier 
als Th.§. bezeichnet) ist nicht fliichtig, der Harn kann zur Trockne 
verdampft, der Riickstand ohne Zersetzung der Th.S. auf 100° 
erhitzt werden. Starke Mineralsiiuren zersetzen sehr rasch, Al- 
kalien lassen auch beim Kochen unverindert. In siedendem 
Alkohol, auch in Amylalkohol und Glycerin ist die Th.S. léslich. 
Bleiessig plus Ammoniak fallt, diese Fallung ist mit Sodalésung 
zerlegbar.° Zur Darstellung wurde das eingedampfte Filtrat dieser 
Lésung mit Alkohol ausgekocht, dabei ging die Th.S. in Alkohol 
iiber. Ehrlichs Diazoreaktion war negativ. 

Der eine von uns hatte seit 1895 mehrmals Gelegenheit, leider immer 
nur kurze Zeit vor dem Exitus der Patienten, solche ,,Thormihlenharne“ 
zu untersuchen und hat iiber seine Erfahrungen 1910 beim Physiologen- 
kongreB in Wien und seither wiederholt 6ffentlich (zuletzt 1930 in Prag) 
vorgetragen. Da in der letzten Zeit mehrfach iiber dieses Thema publiziert 
wurde, seien unsere, obwohl leider auch noch nicht abgeschlossenen Studien 
hier mitgeteilt, insofern sie zur, besseren Ausniitzung des seltenen Unter- 
suchungsmaterials beitragen kénnen. Abgesehen von der Seltenheit des 
Materials besteht die Schwierigkeit dieser Untersuchungen in der groBen 
Empfindlichkeit der Substanz, so daB wihrend der Reinigungsversuche 
sich die Reaktion verliert, welche als einziges sicheres Kriterium der Rein- 
darstellung anzusehen ist. 


1) Vgl. J. Tierch. 17, 445 (1887). 
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Unter den zahlreichen Substanzen, welche ein Nachdunkely 
des Harns (Melaninbildung) besonders nach Zusatz oxydierender 


Agentien (FeCl,, CrO,, Ferricyankalium, Chlorkalk, Bromwasser) 


verursachen, findet sich die Thormihlensche Reaktion (in 
folgenden als Th.R. bezeichnet) nur bei Lebermetastasen nach 
Chorioidealtumoren, anscheinend erst im Stadium der Resorption 
von in der Leber befindlichen Melaninknoten. Die auffallend ver- 
gréBerte Leber kann neben den zerfallenden Knoten neugebildete 
zeigen, welche farblos sind, und solche, welche von innen aus 
sich schwarz firben, bis schlieBlich die ganzen Knoten mit einem 
schwarzen Brei gefiillt erscheinen. Beim Zerfall schrumpfen die 
Knoten. 

Die taigliche Harnmenge bei den meist marastischen Patienten 


betrug einige 100 ccm. Der Harn hat frisch gelassen eine gold- : 


gelbe Farbe, an der Luft firbt er sich nach einigen Stunden 


rotbraun, dann tiefbraun. Er war stets Urat-Harnsiiure-Kreatinin- f 


reich, Chlor-arm, frei von Indikan, Atherschwefelsiiure und Neutral- 
schwefel waren vermehrt. Gallenfarbstoff war nur bei ungiinstiger 
Lage von Lebermetastasen (Stauung) vorhanden. Ehrlichs Diazo- 
reaktion war wiederholt undeutlich. 

Diese Th.R. ist durchaus andersartig als die verschiedentlich 
beschriebenen analog angestellten Reaktionen bei der Legalschen 
Probe, welche mit ihr 6fters zusammengeworfen wurden (auch 
von Thormiahlen selbst), so die Reaktion des normalen Pferde- 


harns, die nach FleischgenuB von V. Arnold?) beobachtete Reaktion, f 


sowie die von Risak nach intensiver Sonnenbestrahlung beob- 
achtete ,,Thormihlenprobe“”). Arnolds Substanz wird durch 
Alkali zersetzt, ist gegen Mineralsiiuren kaum empfindlich, Risaks 


Reaktion wird durch Ascorbinsiure nach H. Kahler und La Croix’ : 


gehemmt, was nach unseren Erfahrungen fiir Th.S. nicht zutrifit. 
Auch die Reaktion der Ascorbinsiure selbst ist mit der Th.R. 
nicht zu verwechseln. — Melanotische Hauttumoren und _ ihre 


Metastasen geben in keinem Stadium der Erkrankung eine 


positive Th.R. 


Die Th.S. ist sehr labil, schon beim Zusatz alkoholischer F 


Oxalsiiure (Versuch, Harnstoff zu entfernen) war innerhalb von 


10 Stunden die Reaktion auf etwa die Hialfte vermindert, auch f 


beim Stehenlassen des licht- und luftgeschiitzten Harns in der 


1) Diese Z. 49, 397 (1906). 
2) Wien. klin. Wschr. 1930, Nr. 12; 1931, Nr. 21. 
°) Klin. Wschr. 1935, Nr. 52. 
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Kilte nimmt sie zusehends ab, und zwar nicht nur unter Melanin- 
bildung; letztere ist hauptsiichlich auf die Einwirkung des Luft- 
sauerstoffs zuriickzufiihren. Auch Zusatz verdiinnter Essigsiiure 
und Schwefelwasserstoff beschleunigen die Zersetzung. 

Die Empfindlichkeit der Th.S. in waBrigen Liésungen (von 
Weingeistextrakten) gegen Siuren und Alkalien (luftfrei und bei 
Zimmertemperatur) zeigt folgende Tabelle: 








Verluste in, . .. . binnen 24 Stunden binnen 48 Stunden 
nj1000-HC]. . . . . . 10 30 
ne 24 56 

) ) 50 100 

Lisung ohne Zusatz sowie 

n/l000-NaOQH . ... . 0 0 
njl00-NaOjH . ... . 2 3 
n/10-NaOH a a a ee 10 14 
Ss « & « *& © # 18 20) 








Die hohe Empfindlichkeit der Th.S. gegen Siuren und die 
relativ groBe Resistenz gegen Alkali ist demnach bei den Dar- 
stellungsversuchen als wesentlich zu beachten. Versetzen des 


| Harns mit Zinkstaub oder Magnesiumpulver ,,schiitzt“ deutlich. 


Schwache Alkalien konservieren bei Luftabschlu8. Bemerkt sei, 
da8 Zusatz von Zink oder Zinksalzen (auch von manchen anderen 
Metallen) die Th.R. modifiziert; nach Essigsiiurezusatz entstehen 
an Stelle der Blaufarbung farbbestindige violette Flocken, wihrend 
sonst die Blaufairbung der Th.R. allmahlich in Griin, dann in Braun 
iibergeht, und sich spater blaue, in Lauge mit violetter Farbe 
lésliche Niederschlige bilden. (Kine ihnliche Anderung durch 
Zinksalze erfihrt auch die Legalsche Acetonprobe). 

Zinksalze, Cupro-, Cuprisalze, Zinnchloriir fillen die ThS. 
nicht, Tonerde fallt nicht, Adsorptionsversuche nach T'swett 
mit Calciumcarbonat, Kaolin, Frankonit waren ergebnislos. Sili- 
kagel absorbiert essigsaure Liésungen unvollstindig, Tierkohle 
aiemlich viel, doch war aus dem Niederschlag nichts zu ge- 
winnen. Die Harnsiure- bzw. Uratsedimente sind vollkommen 
frei von Th.S. Alle Aussalzungsverfahren versagten, bei Aus- 
schiittlungsversuchen nahm nur Amylalkohol Th.S. auf. 

Uns hat sich am besten bewahrt, zum erhitzten Harn heiB 
gesiittigtes Barytwasser im UberschuB zuzufiigen, dann etwa 30°/, 
Methanol. Proben solcher Harne lieBen sich wohlverwahrt und 
lichtgeschiitzt in einzelnen Fallen mehrere Jahre mit stark positiv 









162 R. Zeynek und H. Waelsch, 


gebliebener Th.R. aufbewahren. Die reichlichen Niederschliige 
waren stets frei von Th.S. Analog ist Bleizucker zur Faillung 
von stérenden Beimengungen verwendbar, auch offizineller Blei. 


essig in Konzentrationen, wie er bei der Polarisationsuntersuchung 


des Harns verwendet wird, fillt nicht die Th.S. Stirker basische 


Bleipriparate, insbesondere nach Zusatz von Ammoniak, fille § 


sie, wenn auch nicht quantitativ. Quecksilberchlorid und Mercuri. 


acetat fillen vollstindig, letzteres auch nach Ansduern mit Essig. f 


siure, dagegen fallt (und reagiert) Quecksilbercyanid nicht. Probe 
solcher, mit Wasser gewaschener Blei- und Quecksilberfillungen 


lieBen sich nach dem Trocknen vor Licht und Luft geschiitzf 


jahrelang aufheben mit gut erhaltener Th.R. Ammoniakalische 
Silberlésungen gaben rasch Fiallungen von metallischem Silber; 
in solchen, aus dem mit Baryt und Bleizucker gewonnenen Harn. 
filtrat erhaltenen Silberniederschligen wurde wiederholt Schwefel- 


silber nachgewiesen. (In einem Falle gaben 10 ccm eines solchen§ 


Filtrates 0,188 g Silber und 0,078 g Schwefelsilber, auch beim Ein. 


engen der Harnfiltrate im Vakuum war regelmaBig im Destillate§ 


mit ammoniakalischer Silberlésung Schwefelsilber zu erhalten), 


Ammoniakalische Harngiirung scheint die Th.S. relativ wenic& 
D Do 9) 


zu zersetzen, doch ist, im Gegensatz zur Legalschen Aceton- 


probe, bei Gegenwart von viel Ammoniak oder Ammonsalzen ei f 


reichlicher Uberschu8 von Lauge notwendig, um die Th.R. positi 
zu bekommen. Die Unkenntnis dieser Stérung der Th.R. durch 


Ammonverbindungen veranlaBte Zeyneks irrige Annahme, daif 


die Th.S. durch Ammoniak oder Ammonsulfat zerstért werde. 
Amine und Hydrazinhydrat, an Stelle von Lauge bei der Th.k. 
verwendet, beeintrichtigen sie bis zur Verhinderung; wenn di 
Reaktion nach folgendem reichlichen Zusatz von fixem Alkal 
auftritt, ist doch der Farbenton nach Essigsaurezusatz geindert. 
Besonders auffillig ist die Farbeninderung, wenn dem Ham 
etwas Hydrazinhydrat zugefiigt worden war (iiberschiissiges 


Hydrazinhydrat zersetzt Nitroprussidnatrium!), nach der tief rot-f 
violetten Farbung durch Laugenzusatz entsteht beim Ansauer > 
mit Essigsiure eine intensiv ,,giftgriineé Farbung von grofef 


Haltbarkeit}). 


1) Kine dihnliche Farbeninderung durch Hydrazinhydrat geben bei de 
Legalschen Probe Acetophenon und Benzylidenaceton. Ascorbinsiiure 
gibt eine der Th.S. iihnliche, nur mehr geibgriine, Farbeninderung, be! 
Pyrrol entsteht ein schmutziges Griin, bei Indol wird die Firbung der 
Legalschen Probe nicht geiindert. 
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Man ist versucht daraus zu schlieBen, daB die Th.S. mit 
Ammoniak, Aminen, Hydrazinhydrat Verbindungen eingeht. 

Nachdem wir erfahren hatten, daB die Th.S. durch Ammon- 
carbonat nicht zerstért wird, konnten Versuche angestellt werden, 
Harnstoff durch Urease zu entfernen. 


Beispiel: 500 cem Harn wurden bei 12 mm Hg-Druck und bei 40° 
zur Trockne gebracht, mit 100 cem Methanol ausgekocht. Die Th.R. des 
Extraktes war etwa 50°/, der urspriinglichen. Nach dem Abdestillieren 
des Alkohols in 100 ccm Wasser gelést, 4g Sojamehl zugesetzt; nach 
3 Wochen gab Xanthydrol keine Fillung, die Th.R. betrug 35°/, der 
urspriinglichen Reaktion. Filtrat im Vakuum getrocknet, mit Methanol aus- 
gekocht, die filtrierte Lésung mit wasser- und peroxydfreiem Ather frak- 
tioniert gefillt. Es wurden weibe flockige Fillungen erhalten, welche alle 
die Th.R. ausgezeichnet gaben, am stirksten die Fillungen bei mittlerer 
Atherkonzentration, an der Luft rasch Wasser anzogen und sich schwarz 
firbten. Versuche, aus Methanollésungen dieser Fillungen Metallverbin- 
dungen zur Analyse zu erhalten, schlugen fehl: vollstindige Zersetzung. — 
Zur Reinigung von Methanollésungen waren Zusitze von Propanol, wo- 
durch braune Schmieren ausgefillt werden, vorteilhaft verwendbar. 

Aus mit kaltem Wasser und mit Weingeist ausgewaschenen 
Bleifillungen geht durch siedendes Wasser die Th.S. vollstindig 
in Lésung. Auch Weingeist nimmt beim Kochen aus den Blei- 
fillungen Th.S. heraus. Jedoch zersetzte sich uns beim Ein- 


dampfen der Lésungen regelmaBig die Th.S. 


Zur Darstellung bzw. als quantitatives Fiallungsmittel diente 
uns seit 1908 Sublimat, spiter Mercuriacetat. Die Niederschlige 
wurden nach gutem Auswaschen vorteilhaft mit frischbereitetem 
Kaliumsulfid unter sorgsamer Vermeidung eines Uberschusses 
desselben zerlegt. Spater fanden wir, daB die Quecksilber- 
fillungen auch unbeeintrichtigt mit Schwefelwasserstoff zerlegt 
werden kénnen, jedoch muB der Uberschu8 des Schwefelwasser- 
stoffis zur Vermeidung von groBen Verlusten rasch _ entfernt 
werden. Es konnten auf diese Weise, eventuell nach Um- 
fallen, weiBe Blei- oder Quecksilberfillungen erhalten werden; 
die bei ihrer Zerlegung erhaltenen Liésungen waren aber stets 
hellrétlich gefarbt. Laugen, auch Barytwasser, langsamer Am- 
moniak, zerlegen die Quecksilberfallungen unter Abscheidung von 
metallischem Quecksilber; die Th.R. ist sofort vollstiindig ver- 
schwunden. 

Ks ist darauf hinzuweisen, daB durch die Metallfallung, oder 
bei der Zerlegung derselben, die urspriingliche Substanz verandert 
worden sein mag, daB sie aber dabei die die Th.R. gebende 
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Komponente nicht verloren hat. Diese Vermutung ist durch folgende 
Beobachtungen gestiitzt. Wihrend die Th.S. aus dem Harn auch 
nach recht hoher Weingeistbeimischung nicht durch Ather aus. 
geschiittelt werden kann, erhielten wir aus den Metallfallungen, 
besonders aus den Quecksilberfillungen, durch deren Zersetzung 
mit Schwefelwasserstoff in alkoholhaltigem Ather Lisungen, deren 
hellgelbe, dickfliissige Riickstinde mehrmals auch in reinem 
Ather léslich waren, die die Th. R. und die Melaninreaktionen 
prachtvoll gaben. Sie scheinen noch leichter zersetzlich zu sein, 
als der Thormahlenharn selbst. 

Auffallend ist, wie leicht die Th.S. im Verhiltnis zu den 
Farbstoffen des Harns dialysierbar ist, und zwar durch Perga- 
mentpapier, Fischblase und Kollodiummembranen. Das Dialysat 
ist hellgelb, der tief gefairbte Dialysierriickstand gibt nach langerer 
Dialyse eine nur minimale Th.R. Die Dialysate werden nach 
einigen Tagen tiefschwarz; Versuche, sie mit Baryumhydroxyd im 
Vakuum einzudampfen, gaben nur schwarze Zersetzungsprodukte, 
Analog passiert bei der Ultrafiltration die Th. 8S. selbst durch 
sehr dichte Kollodiummembranen vollstiindig. Das Ultrafiltrat 
ist hellgelb. 

Auf Dialyse ist wohl auch zu beziehen, daB Ascitesfliissigkeit und 
Blutserum, auch von der Leiche, gelegentlich Th.R. geben, die nach 
einigen Stunden negativ wird. 

Im Uberfiihrungsapparat wandert die Th.S. als Siure, in 
kurzer Zeit war bei Verwendung von Silber- oder Zinkelektroden 
an der Anode die etwa 20fache Konzentration der Lésung an 
Th.S. gegeniiber dem urspriinglichen Harn erreichbar, wihrend 
die Fliissigkeit an der Kathode entsprechend verarmte. Von den 
Anoden selbst war jedoch die Th.S. nicht wieder zu gewinnen. 
Bromwasser im Uberschu8 gab mit der Anodenfliissigkeit und 
den Anoden nach voriibergehender Schwirzung starke hellgelbe 
Niederschlige. 

Die auf die geschilderten Arten gewonnenen Substanzen 
waren stets optisch inaktiv, ihre Liésungen hellgelb bis rétlich, leicht 
fluoreszierend, im Licht der Quecksilberquarzlampe erschienen 
sie intensiv satt griin. Beim trocknen Erhitzen blahte sich die 
Substanz auf, unter Verkohlung war neben ,,urindsem“ Geruch 
ein an Pyrrol erinnernder Geruch wahrzunehmen, letzterer war 
beim Erhitzen der Substanz mit Atzkalk deutlich, die Pyrrol- 
reaktionen waren positiv. Indol konnte auch nach Erhitzen mit 
viel Zinkstaub nicht nachgewiesen werden. 
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Konzentrierte Salzsiure wie Schwefelsiure gaben nach vor- 
iibergehender Rotfirbung rasch tiefbraune Farbentiéne, welche 
durch Eintragen von Zinkstaub wesentlich aufgehellt wurden. 
[satinschwefelsiiure gab weder direkt, noch zu Lésungen, welche 
durch Zink oder Ferrosulfat reduziert waren, zugefiigt, Blau- 
firbung; beim Ausschiitteln dieser Lésungen mit Chloroform 
oder Amylalkohol nur hellgelbe Ausschiittlungen. Salpetersiure 
firbt tiefbraun, Zusatz von Nitrit gibt keine Aufhellung, keine 
sefiirbte Ausschiittlung. Wasserstoffperoxyd vermindert unter 
Aufbrausen nur langsam die Th. R., gelbrot gefirbte Proben 
werden aufgehellt. Sulfite scheinen reaktionslos zu sein, bei der 
Sittigung mit Bisulfit entsteht keine Fillung der Th.S., doch 
nimmt die Th. R. in der Loésung ab (Siurewirkung?). Auch 
Hydroxylamin scheint nicht zu reagieren. Dimethylsulfat plus 
Lauge: Th.R. verschwunden. Atherische Lisung der aus Hg-Fiillung 
gewonnenen Substanz mit iitherischer Diazomethanlésung: keine 
Stickstoffentwicklung, keine Beeintrichtigung der Th. R. 

Kaliumwismutjodid, Gerbsiure, Pikrinsiure, Styphninsiure 
geben keine Fallungen, die beiden letzteren Reagentien zersetzen 
langsam. Phosphorwolframsiure (Kahlbaum) fallt teilweise, der 
Niederschlag scheint zur weiteren Verarbeitung ungeeignet zu 
sein. Phosphormolybdinsiure und Kaliamquecksilberjodid werden 


_ reduziert, Millons Reagens gibt in der Kilte keine Farbung, beim 


‘. 


Erwirmen eine hellrote Farbung. 
Fuchsinschwefelsiiure wird nicht gerétet, HCl-m-Phenylen- 


diamin gibt keine Fluorescenz ins Griine. Jodoformprobe negativ. 


Zusammengehirig diirften folgende Reaktionen sein: wein- 
geistige Salicylaldehydlésung plus konzentrierte Salzsiure inten- 
sives Rot, schon in der Kilte, weingeistige Zimtaldehydlésung 
analog gelbstichiges tiefes Rot, Vanillin plus konzentrierte Salz- 
siure prachtvolle Rotfirbung, weingeistige Formaldehydlésung 
plus konzentrierte Salzsiure beim Erwirmen allmihlich tief 
violett; alle vier Reaktionen ohne Andeutung einer melanotischen 
\omponente. 

p-Dimethylamidobenzaldehyd plus Salzsiiure: rot, bald 
tiefbraun, 

p-Dimethylamidobenzaldehyd mit etwas nitrithaltiger Salzsiure: 
schmutzig blau mit roter Fluorescenz, mit Amylalkohol geschiittelt, 
wird dieser gelb gefirbt. | 

Analysen. Leider gaben die von uns bei verschiedenen 
Darstellungsversuchen ausgefiihrten Analysen keinen sicheren 
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Anhaltspunkt betr. die chemische Konstitution der Th.S. Be. 
merkt sei, daB nach Ureasewirkung oder aus ammoniakalischem 
Harn gewonnene Priparate einen héheren Stickstoffgehalt auf. 
wiesen als die anderen; ein gelegentlicher Schwefelgehalt yon 
1—3°/, darf wohl als Verunreinigung aufgefaBt werden, nicht 
als Rest abgespaltenen Schwefels. Die Quecksilberfallungen ent. 
hielten 40—45°/, Hg. Zu roher Orientierung, als ,,Naherungs. 
formeln“ teilen wir mit: C,H,NO, C,H,NO, C,H,N,O, C,H,N,0, 
C,H,,N,0,, C,H,,N,0, oder Vielfache?, woraus nur die Unklar. 
heit aller bisherigen Analysen von kaum reinerem Material ge- 
folgert werden darf. Raper bezieht die Th.S. auf Dihydroxy- 
indol, Saccardi hat nach Pyrroleinverleibung die Th.R. im 
Harn beobachtet. Wir verzichten zur Zeit auf jede theoretische 
Eroérterung. 

Uber die Empfindlichkeit der Legalschen bzw. Thor- 
mihlenschen Probe orientiert folgende Ubersicht. Es ist die 
Konzentration angegeben, bei welcher die angefiihrten Sub- 
stanzen noch eine deutlich charakteristische Farbenreaktion geben, 
wenn 2 ccm einer jeden Probe in 16mm weiten Eprouvetten 
durch den Reagentienzusatz (Nitroprussidlésung, Lauge, Hisessig) 
auf das doppelte Volum (4 ccm) verdiinnt worden waren. Ks 
ergaben sich folgende Verdiinnungen: 

Ascorbinsaure 0,06°/, ige Losung (deutliches, rasch _ ver- 
blassendes Blau), Aceton 0,02°/,, Benzylidenaceton 0,006 °/,, 
Pyrrol 0,005°/,, Indol 0,0012°/,. ,,Gute“ Thormihlenharne 
zeigten bei 20—100facher Verdiinnung noch die deutliche, all- 
mihlig in Griin usw. abklingende Bliuung. 
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Uber die Konstitution der Trioxy-bufosterocholensaure 
und den systematischen Abbau der Cholsdure. V. 


Von 
Tayei Shimizu und Taro Kazuno. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. September 1936.) 


In der vorigen Mitteilung wurde berichtet, daB die Bufo- 
sterocholensiure!) durch Ozon bis zur Bis-nor-cholansiure?) ab- 
gebaut wird, wodurch gezeigt ist, daB die Trioxy-bufosterocholen- 
siure (V) das gleiche Grundgeriist wie die Cholsiure (I) hat. 

Um die Stellung der drei OH-Gruppen der Trioxy-bufo- 
sterocholensiiure festzulegen, haben wir die Trioxy-siure jetzt in 
Eisessig durch Ozon abgebaut, wobei in schlechter Ausbeute 
Trioxy-bisnor-cholansiure (IV) C,,H,,0, vom Schmelzpunkt von 284° 
und [@],=-+ 9,74° gewonnen wurde. Wir vermuteten, daB diese 
Siure identisch sei mit der Bis-nor-cholsiiure C,,H,,O,, die wir 
auf dem von Wieland beschrittenen Weg erhalten haben. 

Cholsiure-methylester wurde nach Grignard ins Carbinol (II) 
verwandelt und dieses nach Wieland und Kapitel’) acetyliert. 
Dabei wird ein Tetracetat gewonnen, im Kinklang mit der Erfah- 
rung, die Wieland, Schlichting und Jacobi‘) beim Acetylieren 
des Norcholylearbinols gemacht haben. Aus diesem Acetat wird 
durch Oxydation mit Chromsiiure Nor-cholsiure-triacetat, dann 
durch Hydrolyse Norcholsiiure C,,H,,O, (III) gewonnen, die 
bei 183,5° schmilzt und [a], = -+ 38,37° hat. Die Norcholsaure 
schmeckt auch bitter und ist in Wasser etwas léslich. 

Die Nor-cholsiiure wurde in genau derselben Weise zur Bis- 
norcholsiure C,,H,,O0, (IV) abgebaut, die bei 285—286° schmilzt 
} und [¢],=-+ 9,50° hat. Die Bis-norcholsiiure zeigt mit der aus 


1) T. Shimizu u. T.Oda, Diese Z. 227, 74 (1934). 

2) T. Shimizu u. T. Kazuno, Ebenda 239, 74 (1936). 

5) Ebenda 212, 271 (1932). 

4) H.Wieland, O.Schlichting u. R.Jacobi, Ebenda 161, 82 (1926). 
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Trioxy-bufo-sterocholensiiure C,.H,,O, (V) durch Ozonabbau sm. 
wonnenen Trioxy-bisnorcholsiiure C,,H,,O, keine Schmelzpunkt 


depression. 


Durch diesen Abbau ist bewiesen, daB die Trioxy-bufo-stery. 
cholensiure ein Derivat der Cholansiurereihe ist, und daf _ 


drei sekundiiren Alkoholgruppen sich in den Stellungen C,, 


und C,, befinden, ebenso wie es bei der Cholsiure der Fall ith 
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lV Bis-nor-cholsiiure 


Experimenteller Teil. 


I. Norcholsaure C,,H,.0,. — 1. Cholsiure-dimethyl-carbino! 
Zu der Grignardlésung (7,7 g Magnesiumband und 66,4 g Jodmethy! 1 
200 cem wasserfreiem Ather) wurde die wasserfreie Benzollésung des Chol 
siiuremethylesters (25 g Cholsiuremethylester in 200 cem Benzol) allmiiblici 
tropfenweise zugesetzt. Das Reaktionsgemisch erstarrt zu einem Krystallbre: 
Dieser wurde im Wasserbade 5 Stunden lang erwiirmt, méglichst vol 
Lisungsmitteln befreit und in 200 ccm Eiswasser und 2n-H,SO, aufgenommet 
Es wurde mit Essigiither wiederholt extrahiert und die Essigiitherlosun 
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AU ge mit verdiinnter Natriumbisulfitlisung gut gewaschen, um freies Jod zu 
punkt.{ geduzieren, dann mit Wasser gewaschen und durch Destillation vom Essig- 
ther befreit, wobei ein Oliger Riickstand gewonnen wurde. Dieser wurde 
mit 200 cem einer 5°/,igen alkoholischen Kalilaugelésung 2 Stunden lang 
, jm Wasserbade erwiirmt. Das Hydrolysat wurde in viel Wasser gegossen 
ub ihr -gnd die dabei abgeschiedene Fiillung abfiltriert und gut mit Wasser ge- 
C., (BF qwaschen, um die nicht in Reaktion getretene Cholsiure zu entfernen. 
‘all ig { Nach dem Trocknen wurde die Fillung aus Essigither mehrmals um- 
f krystallisiert. Prismen vom Schmelzp. 177—177,5°. Die Krystalle zeigten 
Bic Hammarstensche Reaktion. 


) -Stero. 


1,~CH, 4,993, 4,626 mg Subst.: 13,480, 12,465 mg CO,, 4,870, 4,490 mg H,O. 
) Coll nO, Ber. C 73,88 H 10,98 


Gef. ,, 73,66, 73,52 ,, 10,92, 10,86. 

2, Cholsiiure - dimethylearbinol-tetracetat. 10 g Carbinol 
wurden in je 40 cem frisch destilliertem Essigsiiureanhydrid und Pyridin 
25 Stunden lang im Wasserbade erwirmt und nach dem Erkalten in Kis- 
wasser gegossen. Der dabei abgeschiedene Niederschlag wurde in Ather 
aufgenommen, mit verdiinnter Salzsiiure vom Pyridin befreit und mit Wasser 
gut gewaschen. Nach dem Trocknen wurde die iitherische Lésung vom 
Ather durch Destillation befreit und der Riickstand aus Methanol um- 
krystallisiert. GroBe, siiulenformige Krystalle, Schmelzpunkt bei 111,5—112°. 





Liebermannsche Reaktion: schwach gelb-braun. 

; ‘ fy oe. P ‘ ~ ~ SI ‘ > ‘ e 

~CH,-( 4,545, 4,802 mg Subst.: 11,500, 12,155 mg CO,, 3,690, 3,950 mg H,O. 
JeatinsOs Ber. C 69,10 H 9,21 


Gef. ,, 69,03, 69,06  ,, 9,09, 9,21. 


3. Triacetyl-norcholsiiure. 10 g Cholsiure - dimethylearbinol- 
tetracetat wurden in 100 cem Kisessig gelést und mit 90 cem 10°/,iger 
Chromsiiure-Eisessiglésung auf dem Wasserbade bei 80—90° innerhalb 
2 Stunden versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde in viel Wasser gegossen 
und eine Nacht stehen gelassen. 

Die Fillung wurde abfiltriert, in Ather aufgenommen und mit 5°/,iger 
Natriumearbonatlésung geschiittelt, Die Sodalésung wurde unter Ansiuern 
mit verdiinnter Salzsiure mit Ather geschiittelt und die Atherlésung nach 
dem Trocknen abdestilliert. Der Riickstand wurde aus Methanol um- 
krystallisiert. Es entstanden prismatische Nadeln mit einem Schmelzpunkt 
yon 106—108° Die Siure ist in den meisten organischen Lésungsmitteln 
lislich. Die Ausbeute betriigt 3 g. 

4,939, 4,533 mg Subst.: 11,985, 10,995 mg CO,, 3,800, 3,410 mg H,0O. 


3, LO. Ber. C 66,88 H 8,52 





binol Gef. ,, 66,22, 66,15 ,, 8,61, 8,42. 

hv i Y oe Y ee . . 

hy! is i. Norcholsiure. 5 g Norcholsiure-triacetat wurden mit 50 ccm 
5 nee tiner 10°/,igen alkoholischen Kalilauge 2 Stunden lang im Wasserbade er- 
viihlicll Wirmt. Nach dem Verdampfen des Alkohols wurde die Lésung mit ver- 


allbrei. 
st vol 
mimes. 
Losune 


diinnter Salzsiiure ausgefillt. Diese Fillung wurde aus Methanol um- 
krystallisiert. Es entstanden lange prismatische Nadeln oder Tafeln. Sie 
_ krystallisieren mit 2 Mol. Krystallwasser und schmelzen schiiumend bei 160°. 
Die wasserfreien Krystalle schmelzen bei 183,5°. Sie sind in Athanol, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIV. 12 
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Methanol, Ejisessig leicht, in Aceton, Ather, Essigiither, Wasser ziemlic) 
schwer léslich. Die Hammarstensche Reaktion fillt positiv aus. Sj 
schmecken bitter, ebenso wie Cholsiiure. Bei der Liebermannsche, 
Reaktion verhalten sie sich genau wie Cholsiiure. 


Spez. Drehung: 0,0912 g Subst. in 10 eem Methanol, 2 dm, « = + 0,7' 
[o]2? = + 38,37°. 
0,4312 g Subst. verlieren bei 110° in 25 Stunden 0,0352 g. 
C,,H;,0, +2 H,O Ber. H,O 8,37 Gef. H,O 8,16. 


Die wasserfreie Siure ist sehr hygroskopisch und nimmt leicht Wasser 
aus der Luft auf. Die ammoniakalische Lésung der Siiure wird dure} 
Bariumchlorid leicht gefillt, wobei sich das Bariumsalz krystallisiert ab. 
scheidet; es ist in Wasser ziemlich schwer léslich. 


5,043, 5,118 mg Subst.: 12,610, 12,810 mg CO,, 4,380, 4,520 mg H,0. 


C,,H,,0,+1/,H,O Ber. C 68,43 H 9,74 
Gef. ,, 68,24, 68,30 ,, 9,72, 9,88. 


Norcholsiuremethylester. Die Norcholsiure wurde mit Diazo 
methan verestert und aus Methanol umkrystallisiert. Es entstehen Nadeln, 
die bei 80° sintern und bei 155° schmelzen. 


4,978 mg Subst.: 12,645 mg CO,, 4,400 mg H,O. 


C,,H,,0,; + '/, H,O Ber. C 69,01 H 9,90 
Gef. ,, 69,29 » 9,89. 


Norcholsiureithylester. 0,2 g Norcholsiiure wurdeo in 10 cen 
absolutem Alkohol gelést und unter Zusatz von 5 Tropfen konzentrierter 
Schwefelsiiure im Wasserbade 1'/, Stunden erwirmt. Nach Verdiinnen mit 
Wasser wurde die Liésung mit Ather geschiittelt. Die iitherische Lisung 
wurde mit Sodalésung geschiittelt und nach dem Trocknen der Ather ab: 
destilliert. Der hRiickstand wurde aus Alkohol umkrystallisiert. Es eut 
standen prismatische Nadeln vom Schmelzp. 144—145°. 


4,890 mg Subst.: 12,725 mg CO,, 4,360 mg H,O. 


C,.H,.0; Ber. © 71,04 H 10,02 
Gef. ,, 71,00 » 9,98. 


‘ ey 


Dehydro-norcholsiure, 3,7,12-Triketo-norcholansiure. 1¢ 
Norcholsiiure wurde in 10 cem Eisessig unter tropfenweisem Zusatz you 
10 ccm 10°/,iger Chromsiure—Eisessiglisung oxydiert und nach dem Ver- 
diinnen mit Wasser eine Nacht stehen gelassen. Die dabei abgeschiedene 
Fillung wurde abfiltriert und aus Eisessig umkrystallisiert. Kleine Siiules. 
Schmelzp. 303—306°. Liebermannsche Reaktion negatiy. 


4,839, 5,076 mg Subst.: 12,530, 13,130 mg CO,, 3,610, 3,740 mg H,0. 
C,3H,0, Ber. C 71,00 H 8,31 
Gef. ,, 70,66, 70,60 ,, 8,35, 8,25. 
II. Bis-nor-cholsaure. — 1. Norcholsiure-dimethyl-carbinol 
5 g Norcholsiuremethylester wurden in 80 cem Ather-Benzol (1:1) gelis' 


e aes v— A, ] 
und diese Lésung wurde zu 70 cem der aus 2,3 g Mg, 18 g Jodmethy! uné 
70 cem wasserfreiem Ather bereiteten Grignardlésung tropfenweise all 
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Das Reaktions- 
gemisch wurde weitere 3 Stunden erhitzt. Nach dem Abdampfen des 
Lésungsmittels wurde es in gleicher Weise behandelt wie es bei der Norchol- 


mihlich hinzugefiigt, wobei sich eine Fiillung abschied. 


siure der Fall war. Das Reaktionsprodukt wurde nach 2 stiindiger Ver- 
seifung mit 5°/,iger methylalkoholischer Kalilauge von Norcholsiure befreit 
und aus Alkohol umkrystallisiert. Prismen vom Schmelzp. 236°. Ham- 
marstensche Reaktion positiv. Ausbeute 4 ¢. 


4,569, 4,684 mg Subst.: 12,260, 12,550 mg CO,, 4,430, 4,500 mg H,0. 


C,;H,,0, Ber. C 73,47 H 10,86 
Gef. ,, 73,21, 73,10 10,85, 10,75. 


2. Norcholsiiure-dimethyl-carbinol-tetracetat. 3,8 g Carbinol 
wurden in 20 cem wasserfreiem Pyridin unter Zusatz von 20 cem Essig- 
siureanhydrid im Wasserbade 25 Stunden erwiirmt. Das Gemisch wurde 
in Kiswasser gegossen und die dabei abgeschiedene Fillung aus Methanol 
umkrystallisiert. Schmale Tafeln, Schmelzp. 138°. 


4,858, 4,564 mg Subst.: 12,225, 11,510 mg CO,, 3,930, 3,710 mg H,0. 


CyH,20, Ber. © 68,70 H 9,09 
Gef. ,, 68,65, 68,80 ,» 9,05, 9,09. 


3. Bis-nor-cholsiure. Zu 3,5 g Norcholsiure-dimethyl-carbinol- 
tetracetat wurden in 35 eem Kisessig bei 80° Wasserbadtemperatur 30 cem 
10°/, iger Chromsiure-Eisessiglésung innerhalb 30 Minuten allmihlich tropfen- 
weise gegeben. Das Ganze wurde in schwefeligsiiurehaltiges Wasser ge- 
gossen und eine Nacht stehen gelassen. Die dabei abgeschiedene Fillung 
wurde abfiltriert und nach dem Trocknen in Ather gelést. Die Atherlésung 
wurde mit 5°/, iger Sodalésung ausgeschiittelt und die Sodalésung nach 
Ansiiuern mit verdiinnter Salzsiure mit Ather geschiittelt. Die Atherlésung 
wurde nach dem Trocknen mit Natriumsulfat abgedampft, wobei ein sirupéser 
Riickstand erhalten wurde. Dieser konnte trotz Anwendung siimilicher 
Lisungsmittel nicht krystallinisch erhalten werden. Daher wurde der Sirup 
in 100 cem 10°/,iger Kalilauge gelést und 2 Stunden auf dem Wasser- 
bade verseift. 

Das Verseifungsprodukt wurde nach Ansiiuern mit verdiinnter Salz- 
siiure ausgefillt und die dabei abgeschiedene Fillung wurde mit Aceton 
erwirmt, wobei die Lésung sich in einen Krystallbrei verwandelte. Dieser 
wurde abfiltriert und aus Methanol-Essigiither (1:3) oder aus Eisessig- 
Wasser umkrystallisiert. Kigentiimliche Séulen, Schmelzp. 285—286 °. 

In Eisessig leicht, in Athanol, Methanol, Essigiither, Aceton und Ather 
ziemlich schwer léslich. Hammarstensche Reaktion positiv. Bei Lieber- 
mannscher Reaktion gelbgriin, orangegelb, dann gelbbraun mit Fluorescenz. 


Spezifische Drehung: 0,0789 g Subst., in 10 cem Eisessig, 2 dm, 
a=+0,15, [o]}®> = + 9,50. 
4,988, 4,904 mg Subst.: 12,635, 12,420 mg CO,, 4,240, 4,150 mg H,O. 
C..H;,0; Ber. C 69,43 H 9,54 
Gef. ,, 69,13, 69,04 » 9,51, 9,46. 
0,2 g Bis-norcholsiure wurden in 
Tropfen konzentrierter 
12* 


Bis-norcholsiureithylester. 
10 cem absolutem Alkohol unter Zusatz von 5 






















172 TayeiShimizu und Taro Kazuno, Uber die Konstitution usw. y 


Schwefelsiiure im Wasserbade 2 Stunden lang erwiirmt. Die dabei ays. 


geschiedene Fillung wurde aus Athanol umkrystallisiert. Schuppen; sip 


sintern stark bei 100° und schmelzen nach dem Erstarren wieder bei 149° 
4,411 mg Subst.: 11,160 mg CO,, 3,910 mg H,0. 


C,,H,,0; « '/, H,O Ber. C 69,01 H 9,90 
Gef. ,, 69,16 » OM. 


III. Ozonabbau der Trioxy-bufo-sterocholensaure. 1g Methylester 

vom Schmelzp. 171—172° wurde in 10 cem KEisessig gelést und Ozoy 
20 Minuten lang in die Lésung eingeleitet, bis sie Bromlésung nicht mehr 
entfirbt. Nachdem die Lésung im Vakuum bei niedriger 'Temperatur eiy. 
geengt war, wurde sie unter Zusatz von 50 cem Wasser auf dem Wasser 
bade erwiirmt. 
Die dabei erhaltene Fallung wurde in Ather aufgenommen und die 
Atherlésung mit 5°/,iger Sodalésung geschiittelt, die die Siure aufnimnt. 
Aus dieser Sodalésung wurde unter Ansiiuern mit verdiinnter Salzsiiure 
die Siure wieder in Ather aufgenommen. Die Atherlésung wurde nach 
dem Trocknen mit wasserfreiem Natriumsulfat abdestilliert. Der Riickstand 
wurde in Essigiither durch Erwiirmen geliést; nach dem Erkalten schieden 
sich siiulenformige Krystalle ab. Die aus Essigiither mehrmals umkrystal- 
lisierten Krystalle schmelzen bei 283°. Sie sind in Eisessig ziemlich leicht 
und in Aceton, Essigiither, Ather ziemlich schwer léslich. Liebermannsche 
Reaktion: gelbgriin, orangegelb, dann gelbbraun mit Fluorescenz. Die Aus 
beute betrug 50 mg. 


Spezifische Drehung: 0,0513 g Subst. in 10 cem Eisessig, 2 dm, 
a=+0,1; [e)j? = + 9,74. 


3,535, 4,543 mg Subst.: 8,960, 11,485 mg CO,, 2,970, 3,840 mg H,0. 


C..H;,0,; Ber. C 69,43 H 9,54 
Gef. ,, 69,15, 69,00 ,, 9,40, 9,46. 


Die Mischprobe dieser Siure zeigt mit der Bis-nor-cholsdéure au: 
Cholsiiure keine Depression. Die von Bis-nor-cholsiure befreite Ather- 
lésung enthilt den Hauptteil der mit Ozon entstandenen Oxydationsprodukte, 
die eine neutrale Substanz enthalten und in Wasser léslich sind. Diese 
Substanz zeigt stark positive Aldehydreaktion mit Fuchsin—Schwef liger Siure. 
Diese Substanz ist sehr schwer krystallisierbar und die durch Oxydation mit 
Silberoxyd erhaltene Siure war zu wenig, um weiter verarbeitet zu werden. 


Der japanischen Gesellschaft zur Férderung der wissen: 
schaftlichen und industriellen Forschungen sprechen wir fiir die 
zur Verfiigung gestellten Mittel unseren ergebenen Dank aus. 
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J. of Biochem. 21, 211 (1935). 


Uber die Gallensiure der Alligatorschildkréten. 


Von 


Kazumi Yamasaki und Masaoki Yuuki. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. September 1936.) 


In der Schlangengalle') soll Cholsiiure bzw. Taurocholsiiure 
enthalten sein. Aus der Galle von anderen Reptilien auBer den 
Schlangen ist noch keine andere Gallensiiure isoliert worden. 
Vom Standpunkt der vergleichenden Physiologie und ferner, um 
die Zusammenhinge zwischen Gallensiuren und Nahrungsbestand- 
teilen klarzustellen, ist die Untersuchung der Galle der Alligator- 
schildkréte, Amyda japonica, von hohem Interesse. Sie wurde 
jedoch wegen der Schwierigkeit, das erforderliche Material zu 
erhalten, und wegen der Schwerkrystallisierbarkeit der Inhaltstofte 
hisher wenig untersucht. 

Vor kurzem wurde uns nun das Material in gréBerer Menge 
von Herrn 8.Ono in Rest. Harihan, Osaka, freundlicher Weise 
zur Verfiigung gestellt, wofiir wir Herrn Ono hier unsern ver- 
hindlichsten Dank aussprechen. 

Die angesiuerte Galle wurde mit Chloroform extrahiert, dann 
mit Kalilauge hydrolysiert. Beide Teile wurden getrennt ver- 
arbeitet. Sowohl aus dem Chloroformextrakt als auch aus dem 
Hydrolysat wurden zwei verschiedene schon _ krystallisierende 
Lactone einer Sterocholansiiure erhalten, welche beide in Chloro- 
iorm léslich sind. 

Das eine, von dem nur 1g gewonnen wurde, hat die 
/usammensetzung C,,H,,0O, oder C,,H,,0, und schmilzt bei 228°. 
Ks liBt sich mit Chromtrioxyd zu einem 'T'etra-keto-lacton oxy- 
dieren, das ein Tetraoxim liefert. Vier Sauerstoffe des Molekiils 
miissen also als sekundiire Alkoholgruppen vorliegen. Wir wollen 
das Lacton vom Schmelzp. 228° als Tetra-oxy-sterocholansiure- 


') V.Deulofeu, Diese Z. 229, 157 (1934); K.Watanabe u. M.Iwado, 
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lacton bezeichnen. Hs ist gesiittigt und enthilt aller Wahrscheip. 


lichkeit nach vier Ringe im Molekiil, wie die bekannten Gallen. 
siiuren; allerdings ist seine Stammsiure C,,H,,O, oder C,,H,.0, 
noch nicht erhalten. 


Das andere Lacton (Schmelzp. 208°) hat die Zusammensetzung f 


C,,H,,0, oder C,,H,,0O,. Es iaft sich zu einer Saéure von 
Schmelzp. 140° aufspalten, die ihrerseits durch Erhitzen mi 
einer kleinen Menge von Lésungsmitteln in das _ urspriingliche 
Lacton zuriickverwandelt wird. Diese leichte SchlieBung de 
Lactonringes weist darauf hin, daB es sich um ein y-Lacton 
handelt. 

ie analytische Zusammensetzung unseres Lactons vom 
Schmelzp. 208° liBt an eine nahe Beziehung zur T'rioxy -buto. 


stereo-cholensiure C,,H,,0,7) denken. Vor kurzem haben Shimizu f 


Kazuno’) durch Ozonabbau bewiesen, daB in dieser Siiure die 
Doppelbindung zwischen C,, und C,, liegt. 

Wenn ein enger Zusammenhang zwischen der genannten 
Saure C,,H,,O; und unserem Lacton C,,H,,O, vorhanden wiire, 
so kénnte man diesen vielleicht durch das folgende Formelbili 
ausdriicken: 

CH, CH, CH, CH, 
22 23 | | 2200¢«23 | 
I CH=CH—CH—CH—COOH > II —CH,—CH—CH—CH 


(__—_—— 
Unser Lacton vom Schmelzp. 208° ist gesiittigt und enthilt 
drei sekundiire Alkoholgruppen, die mit Chromsiure zu Kete- 


gruppen oxydiert werden kénnen. Bemerkenswert ist, daf bei 
der Oxydation mit Chromtrioxyd zwei Produkte in fast gleicher 


Ausbeute entstehen: ein Triketo-lacton C,,H,,O, oder C,,H,,(, f 


vom Schmelzp. 306° und eine Tetraketosiiure C,,H,,O, ode! 
C,,H,.O, vom Schmelzp. 214°. Das erstere wurde nach Aut 
spaltung des Lactonrings wieder mit Chromsiure oxydiert und 
liefert dann eine andere ‘l'etraketosiiure vom Schmelzp. 205°, die 


auch durch Kochen der Ketosiiure vom Schmelzp. 214° mif 


Salzsiure gewonnen werden konnte. Aus diesem Ergebnis gel 
wohl hervor, daB diese zwei Ketosiiuren miteinander stereoisome! 
sind und vielleicht in abnlicher Beziehung zueinander stehen wit 
die beiden Hyo-dehydro-desoxycholsiiuren *), 


*) O. Shimizu u. O. Oda, Diese Z. 227, 74 (1934). 
*) Diese Z. 239, 74 (1936). 
*) A. Windaus, Liebigs Ann. 447, 233 (1926). 
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Da man durch Clemmensen-Reduktion dieser Ketoverbin- 
dungen leider keine krystallisierte Substanz erhalten konnte, so 
lassen sich keine weiteren Aussagen iiber ihre Konstitution 
machen. Aber jedenfalls beanspruchen unsere beiden Lactone 
erhéhtes Interesse im Hinblick auf die Entstehung der Gallen- 
siuren aus Sterinen, ebenso wie auch die Untersuchung von 
Scymnol5), Tetraoxybufostan®), Sterocholsiure’) und Trioxy-bufo- 
sterocholensiure °). 


Beschreibung der Versuche. 


Die Gallenblase von Alligatorschildkréten ist etwa 2,8 em lang und 
etwa 2,1 em breit; jede Gallenblase enthilt durchschnittlich 4,3 cem Galle, 
die gegen Lackmus neutral reagiert. Die gesammelte Galle betrug 2600 ccm. 
| Liter der von Mucin befreiten, eingeengten Galle wurde nach dem An- 
siuern mit verdiinnter Salzsiure mit Chloroform erschépfend extrahiert; 
dann wurde die wifrige und die chloroformlésliche Fraktion (A und B) 
getrennt untersucht. 


A. WabBrige Fraktion. 


Diese Fraktion stellte eine schwirzliche, leicht getriibte Fliissigkeit 
dar, die filtriert und mit Kochsalz bis zur Sittigung versetzt wurde. Die 
dabei sich absetzende Schmiere wurde abgetrennt. Nach einigem Stehen 
begann Abscheidung von Flocken, die durch Abdampfen des Wassers ver- 
mehrt wurde. Man filtrierte und dampfte das Filtrat zur Trockne. Der 
gut getrocknete Riickstand wurde mit siedendem absoluten Alkohol er- 
schépfend extrahiert. Der vom Lésungsmittel befreite, briiunliche, sirupése 
Extrakt wurde in 500 cem Wasser gelést und mit 50 g Kaliumhydroxyd 
22 Stunden lang erhitzt. Nach dem Erkalten wurde das Hydrolysat nach 
Ansiiuern mit verdiinnter Salzsiiure mit dem gleichen Volumen Chloroform 
geschiittelt, wobei die Gallensiiure ziemlich leicht ins Chloroform ging und 
nu wenig von der schwiirzlichen Masse ungelést zuriickblieb. 

Aus dieser wi8rigen Fraktion wurde nach der Methode von 
Hammarsten Taurin (etwa 1,5 g) isoliert. . 

Trioxy-sterocholansaurelacton vom Schmelzp. 208°. Der Chloro- 
formextrakt wurde mit 500 cem einer 5°/,igen Soda- bzw. 1n-Natronlauge- 
lisung je 3mal ausgezogen und nach dem Trocknen mit Natriumsulfat 
verdampft. Das getrocknete gelbbraunliche Harz betrug 23,6 g. Es wurde 
init dem 2fachen Volumen warmen Essigesters digeriert, worauf man es 
erkalten lieB. So wandelte es sich in wei®es Pulver um, das abgesaugt 
wurde. Ausbeute: 9,7 g. 8,2 g dieser Substanz wurden in einer Mischung 


*) O. Hammarsten, Diese Z. 24, 322 (1898); A.Windaus, W. Berg- 
mann u. G. Kénig, Diese Z. 183, 148 (1930); R. Tschesche, Diese Z. 
203, 263 (1931). 

°) H. Makino, Diese Z. 220, 49 (1933). 

‘) H. Wieland u. 8S. Kishi, Diese Z, 214, 47 (1933). 
‘’) T. Shimizu u. T. Oda, aa. O. 
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von je 8cem Kssigester und Methanol gelést, bei beginnender Krystajj. 
sation eingeengt, mit ein wenig Essigester zu einem Krystallbrei angeriihy 


und abgenutscht. Diese Krystalle, die bei 198—200° schmolzen, wurde, f 


aus Methanol wiederholt umkrystallisiert. Sie krystallisieren in glinzenda 
Tafeln, die bei 205° schwach sintern und bei 207—-208° schmelzen. 4, 


reinen Krystallen wurden insgesamt 4,6 g erhalten. Sie sind in Athanol f 


Methanol und Chloroform ziemlich leicht, in Eisessig und Aceton ziemlic| 


schwer, in Essigester schwer, in Petrolither und Wasser gar nicht léslich, F 
Sie werden von Sodalésung und kalter Natronlauge nicht aufgenommen, ff 
wohl aber von warmer Lauge, was dafiir spricht, daB es sich um einf 


Lacton handelt. Farbreaktion mit Essigsiureanhydrid—Schwefelsiure an: 
fangs gelb, purpur-, dann carminrot, und endlich rétlichbraun, und zwar 


mit auffallender Fluorescenz. Bei der modifizierten Hammarstensche,§ 


Reaktion tritt eine gelblich-rétliche Farbe mit starker griiner Fluorescem 
hervor. Bestindig gegen Brom-Eisessig, Permanganat und katalytiscl; 
Hydrierung. 

4,907, 4,872 mg Subst.: 13,055, 12,940 mg CO,, 4,470, 4,850 mg I.0 


jw, Ber. C 72,27 H_ 9,89 
C,,H,,0; 9 ogy, 0266 5, 10,08 
Gef. ,, 72,59, 72,47  ,, 10,19, 10,00. 


Spezifische Drehung: 0,2616 g Subst. in 10 cem abs. Alkohol, 2 dinf 


a =+1,72°; [o]2° = + 32,87°. 


Saure vom Schmelzp. 140°. 0,5 g Lacton wurden in 5 cem nif 
Natronlauge in der Warme gelést und mit der 5 fachen Menge Wassef 
verdiinnt. Nach der Neutralisation mit n/10-Schwefelsiure wurden einige § 


Tropfen verdiinnter Essigsiure zugesetzt, wobei sich die freie Siiure be 


gelindem Erwiirmen krystallinisch abschied. Sie wurde abgesaugt und auf 


Aceton oder Methanol mehrmals umkrystallisiert. Sie sintert schwach bei 
130° und schmilzt unter starkem Aufschiumen bei 140° Rautenférmige 
Tafeln. Sie lést sich in Alkohol und Eisessig leicht, in Aceton ziemlich 
leicht, in kaltem Essigester und Chloroform schwer, in Ather und Wasser 
gar nicht. 
Titration: 57,8 mg Subst.: 1,15 cem n/10-NaOH. 
Aquivalent fiir C,,H,,0,-1'/, H,O Ber. 493 
C,,.H,,0,°1's,H,O , 507 Gef. 503. 
5,077, 4,056 mg Subst.: 12,290, 12,010 mg CO,, 4,470, 4,380 ng H,0 
C,H 460, - 1'/, H,O Ber. C 65,97 H 10,01 
YysH4,04 + 11/. H,O gy 66,22 10,18 
Gef. ,, 66,06, 66,11 » 9,85, 9,89. 
Methylester. 0,1 g Siure wurde in Methanol gelést und mit dtherischer 
Diazomethanlésung versetzt. Nach dem Verdampfen des Lésungsmittels 
wurde der Ester aus Methanol umkrystallisiert. Zusammengeballte Krystall 
nadeln vom Schmelzp. 150-—-155° (sintern bei 115°). 


5,372, 5,017 mg Subst.: 13,535, 12,615 mg CO,, 4,850, 4,550 mg H,0.§ 


C.,.H,,0, » CH,0H Ber. C 67,95 H 10,23 
C,9H,;.0. - CH,OH Ber. ,, 68,39 10,34 
Gef. ,, 68,73, 68,67  ,, 10,11, 10,16. 
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Lactonisierung der Saure vom Schmelzp. 140°. Die obige Siure 
wurde in organischen Lésungsmitteln (Methanol, Athanol, Aceton, Essig- 
ester, Chloroform) gelést und das Lésungsmittel auf dem Wasserbade ver- 
dampft. Der erhaltene harzige Riickstand wurde im Trockenschrank etwa 
auf die Temperatur des Schmelzpunkts der Siure erhitzt. Auf diese Weise 
volizog sich die teilweise oder vollstindige Umlagerung in das urspriing- 
liche Lacton. — 0,15 g Siiure wurden in 10 ecm Chloroform gelést, ab- 
gedampft und im Trockenschrank auf 110° eine Stunde lang erhitzt, wo- 
hei die anfangs harzige Masse pulvrig wurde und ihr Schmelzpunkt sprung- 
weise auf die Héhe desjenigen des Lactons stieg. Die aus Methanol-Aceton 
unkrystallisierte Substanz schmilzt bei 206—207° und zeigt mit dem ur- 
spriinglichen Lacton keine Schmelzpunktdepression. 


Spezifische Drehung: 0,0575 g in 10 ccm absolutem Alkohol, 2 dm. 
a = + 0,36°; [@]2° = + 31,30°° 


Oxydation des Lactons vom Schmelzp. 208°. 1,5 ¢ Lacton wurden 
in 10 cem Eisessig gelést und mit dem gleichen Volumen einer 10°/,igen 
Chromsiiurelésung vorsichtig versetzt. Nach einigen Stunden wurde dic 
Reaktionsfliissigkeit mit Wasser verdiinnt und Natriumbisulfit zugesetzt. 
Das dabei ausgefillte Pulver wurde abgenutscht, mit Wasser gut gewaschen 
und in Chloroform aufgenommen. Diese Chloroformlésung wurde mit einer 
5°/,igen Sodalésung mehrmals geschiittelt, wobei das Reaktionsprodukt in 
zwei Fraktionen (a und pb) geteilt wurde. 

a) Triketolacton vom Schmelzp. 306°. Die Chloroformschicht wurde 
abgedampft, der Riickstand in Eisessig gelést und mit Wasser versetzt. 
Die dabei krystallisierte Masse (etwa 0,4 g) wurde abgesaugt und aus 
Aceton mehrmals umkrystallisiert. Verfilzte Nadeln; Schmelzp. 304—306° 
(unter Zers.). 

Das Ketolacton lést sich in Chloroform, Eisessig und Aceton leicht, 
in Alkohol und Methanol schwer, in Ather und Essigester ganz schwer. 
In Sodalésung und kalter Natronlauge ist es nicht léslich, wohl aber in 
warmer Lauge. Es firbt sich in Essigsiiureanhydrid-Schwefelsiure 
nur gelb. 


5,020, 5,222 mg Subst.: 13,405, 13,940 mg CO,, 3,870, 3,990 mg H,0. 


Cy7H3,0; Ber. C 73,25 H 8,66 
v we ee _ oO 
©, 5H 4905 ’ 39 13,63 ” 8,84 
Gef. ,, 72,89, 72,84 ,, 8,63, 8,55. 


Oxim des Ketolactons. 25,5 ng Ketolacton wurden mit je 50 mg 
Hydroxylaminhydrochlorid und Natriumacetat in 5 ecm Alkohol (ein wenig 
Wasser zugesetzt) 6 Stunden lang gekocht. Die mit Wasser ausgefiillte 
kornige Masse wurde abgesaugt, in Methanol oder Alkohol gelést und mit 
Wasser gefillt. Diese Behandlung wurde wiederholt. Zersetzungsp. 250—260°. 

3,685, 3,439 mg Subst. : 0,262 (14,0°, 757,3 mm), 0,258(14,9°, 754,2 mm) cem N. 

y7H4,0;N, Ber. N 8,62 C,,H,,0;N,; Ber. N 8,38 
Gef. N 8,43, 8,82. 


Ketosdure vom Schmelzp. 205°. 0,1 ¢ des obigen Lactons wurde in 
1 2-alkoholischer Natronlauge gelést, wobei cine gelbliche Verfirbung auf- 
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trat, mit n/2-H,SO, neutralisiert und mit verdiinnter Essigsiure ausgefiill;, 
Die dabei krystallinisch ausgeschiedene Siiure abgenutscht und mit Wasse; 
gewaschen. Diese Siure zersetzt sich bei 306°, ebenso wie das urspriing. 
liche Lacton, was die Umkehrung der Siiure in das Lacton beim Erhitzey 
anzudeuten scheint. 

Die Siure wurde in 2 ccm Eisessig gelést, mit 10°/,iger Chron. 
trioxydlésung oxydiert und dann mit Wasser ausgefillt. Das Reaktions. 
produkt schmolz anfangs bei 194—195°, nach mehrmaligem Umkrystallisierey 


aber erst bei 204—205". Schmale Tafeln. Liebermann-Reaktion: nur gelh, f 


b) Ketosaure vom Schmelzp. 214°. Der Sodaauszug vom Oxydations. 
produkt des Lactons vom Schmelzp. 208° wurde mit verdiinnter Salzsiiure 


ausgefillt und die krystallinisch ausgeschiedene Siure abgesaugt. Sie § 


schmolz bei 199—-204°. Ausbeute: 0,4 g. Sie wurde aus Aceton mehrmalk 
umkrystallisiert. Gliinzende Tafeln; Schmelzp. 213—214° (schwache Zer. 
setzung). Sie firbt sich in Easigsiiureanhydrid-Schwefelsiure gelblichrot, 
dann rot. Sie lést sich in Chloroform und Eisessig leicht, in Athanol, 
Methanol, Aceton und Essigester schwer, in Ather und Wasser gar nicht. 


4,598, 5,051 mg Subst.: 11,945, 13,090 mg CO,, 3,350, 3,700 mg H,0, | 


C.;H,,05 Ber. C 70,69 H 8,36 


C,.H,,0, we » 8,53 
Gef. ,, 70,86, 70,71 ,, 8,15, 8,20. 


Titration. 61,6 mg Subst.: 1,30 cem n/10-NaOH. 
Aquivalent fiir C.,H;,0, Ber. 468 
C,,H,,O, Ber. 482 Gef. 474. 


Spezifische Drehung: 0,0370 mg Subst. in 10 cem absolutem Alkohol, F 


«=-— 0,16°, [a]?° =— 21,62°. 


Ester und Oxim der Ketosaure. 0,1 ¢ Siiure wurde mit itherischer 
Diazomethanlésung verestert. Der Ester wurde aus Methanol umkrystalli. 
siert. Schmelzp. 131—133° (Sintern bei 120°. Liebermann-Reaktion: 
gelbrot, dann carminrot. 

20 mg Ester wurden mit tiberschiissigem Hydroxylamin-hydrochlorid 
und Natriumacetat in 4 cem verdiinntem Methanol gekocht. Die mit 
Wasser ausgefillte kérnige Masse wurde aus Alkohol und Wasser gereinigt. 
Schmelzp. 200—202° (Aufschiiumen). 


1,770 mg Subst.: 0,157 cem N (15,0°, 755 mm). 
C,,H,,O,N, Ber. C 10,52 Coo>HyO.N, Ber. C 10,26 
Gef. N 10,48. 


Ketosaure vom Schmelzp. 205°. 61 mg Siiure wurden in 10 ccm 
Kisessig gelést und nach dem Zusatz von einigen Tropfen konzentrierte: 
Salzsiiure zwei Stunden lang erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die Reak- 
tionsfliissigkeit mit Sodalésung abgestumpft, eingeengt und mit Wasser 
versetzt. Die abgeschiedenen Krystalle wurden aus Aceton oder Eisessig 
umkrystallisiert. Schmale Tafeln: Schmelzp. 201—204°. Diese Siure zeigt 
keine optische Drehung und keine Schmelzpunktdepression mit der au: 
dem Ketolacton vom Schmelzp. 306° gewonnenen Sdure. 
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5,132 mg Subst.: 13,280 mg CO,, 3,920 mg H,0. 
Ca7H,05 Ber. C 70,69 H 8,36 
C.gH yoo ” » 71,14 ,, 8,53 Gef. C 70,61 H 8,00. 


B. Chloroformschicht. 


Diese Schicht stellte eine griinlich-briunliche klare Fliissigkeit (2,5 Liter) 
dar; sie wurde mit je 500 ccm einer 5°/,igen Sodalésung, dann einer 
n/1-Natronlauge je 5mal ausgeschiittelt. Aus der so behandelten Chloroform- 
ljisung wurde eine kleine Menge von Cholesterin erhalten (Schmelzpunkt, 
Farbreaktion u. a.). Der Laugenauszug wurde mit verdiinnter Salzsiure 


__angesiiuert, wobei sich ein gelbbriiunliches Harz absetzte. Dieses wurde 


wieder in 500 cem Chloroform gelést und 2mal mit Sodalésung und mit 
n/1-Natronlauge geschiittelt. Dieser Auszug wurde von Chloroform befreit 
und angesiuert, wobei ein hellgelbes Harz abgeschieden wurde. Dieses 
wurde mit warmem Wasser digeriert, dann lieB man es erkalten. Die so 
pulvrig gewordene, schwach gelbe Masse wurde abgesaugt und auf Ton- 
platten getrocknet. Ausbeute: 8,6 g. Tetraoxy-sterocholansiurelacton vom 
Schmelzp. 228°. 

Die obige Masse wurde mit warmem Essigester 2mal digeriert, dann 
in Methanol gelést und mit Wasser gefillt. Die dabei sirupés aus- 
geschiedene Substanz wurde wieder in Methanol gelést und mit Wasser 
vorsichtig versetzt. So schied sich eine Krystallmasse aus, die aus Methanol 
oder Methanol-Essigester umkrystallisiert wurde. Glinzende Tafeln. Sie 
sintern bei 220° und schmelzen bei 227—228°. Ausbeute insgesamt 1 g. 
Die Tafeln enthalten weder Stickstoff noch Schwefel und sind gegen Per- 
manganat- und Bromlésung bestindig. In Essigsiureanhydrid—Schwefelsiure 
purpur-, dann carminrot. Bei der modifizierten Hammarstenschen Reaktion 
griinlich-blau mit starker Fluorescenz (Absorptionsband um D). Die alko- 
holische Lésung wird mit Digitoninlésung nicht gefillt. Die Krystalle 
lésen sich in Alkohol und Chloroform leicht, in Ather und Aceton schwer, 
in Essigester sehr schwer. Sie sind in Sodalésung und kalter Natronlauge 
unléslich, lésen sich aber in warmer Lauge. Nach dem Auflésen in alko- 
holischer Kalilauge werden sie nicht mit Wasser, sondern mit verdiinnter 
Salzsiiure ausgefallt, was stark fiir ihren Lactoncharakter spricht. 


4,568, 4,693 mg Subst.: 11,770, 12,120 mg CO,, 4,100, 4,240 mg H,0. 


C,,HO, Ber. C 70,24 H 9,69 
C,5H,,0, s » ee »» 9,98 
Gef. ,, 70,37, 70,46 ,», 10,06, 10,11. 
Riicktitration. 0,2 g Subst. in 10 eem n/2-NaOH; 4,2 cem n/10-H,SO,. 
Aquivalent fiir C,,H,,0, Ber. 480 Gef. 476. 


Spezifische Drehung: 0,050 g Subst. in absolutem Alkohol, 2 dm, 
a@ = + 0,845°; [a]2° = + 84,50°. 


Tetraketolacton. 0,2 ¢ Lacton wurden in 4 ccm LEisessig geliést und 
mit dem gleichen Volumen Chromsiurelésung (0,2 g CrO,) versetzt. Nach 
einigen Stunden wurde das Reaktionsgut mit Wasser und Natriumbisulfit 
ausgefillt. Es schieden sich sofort Krystallnadeln aus, die abgenutscht 
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wurden. Sie wurden aus Aceton mehrmals umkrystallisiert. Tafeln ode, 
Blattchen; Schmelzp. 155—156°. 

Sie lésen sich auBer in Petroliither in den meisten organische, 
Lésungsmitteln leicht. In Alkalilésungen sind sie nicht léslich. Lieber. 
mann-Reaktion nur gelb. 


2,065, 4,650 mg Subst.: 5,380, 12,045 mg CO,, 1,620, 3,550 mg H,0, 
C,,H,,0, Ber. C 71,44 H 8,14 
C,9H4,0¢ ” 9 71,86 ” 8,33 
Gef. ,, 71,08, 71,03  ,, 8,78, 8,58. 
Oxim des Ketolactons. 35 mg Substanz wurden mit iiberschiissigen f 
Hydroxylamin-hydrochlorid und Natriumacetat gekocht. Das mit Wasser 


ausgefillte Pulver wurde mehrmals aus verdiinntem Alkohol gereinigt und 
schmilzt bei 160°. 


3,160, 3,659 mg Subst.: 0,265 (15°, 755 mm), 0,295 (11°, 761 mm) cem X, 


C.H.0,N, + ~~ ae Gef. N 9,86, 9,70. 
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Uber die Konstitution der Urso-desoxycholsiure’). 


Von 
Takeshi Iwasaki. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. September 1936.) 


Vor einigen Jahren hat Shoda?) eine isomere Desoxychol- 
siure aus Birengalle isoliert und als Urso-desoxycholsiure be- 
zeichnet. Nach ihm soll ihre Dehydrosiiure C,,H,,O, durch 
Clemmensenreduktion in eine neue Ursocholansiiure  iiber- 
gefiihrt werden. Spiiter hat Kaziro?) festgestellt, daB die Urso- 
desoxycholsiure zwei sekundiire Alkoholgruppen enthiilt, von denen 
die ee im Ring A, und zwar an ©, gebunden ist. Die Stellung 
der anderen steht abér noch in Frage. Ich habe jetzt die Unter- 
suchung der Konstitution der Urso-desoxycholsiiure wieder aut- 
genommen. 

Nach Shoda?) ist die Stammsiiure der Urso-desoxycholsiure, 
die ,,Urso-cholansiure“, mit keiner der schon bekannten Cholan- 
siuren identisch. Im Laufe der Arbeit wurde gefunden, daf hier 
ein Irrtum vorliegt. Bei Wiederholung der Clemmensenreduktion 
der Urso-dehydro-desoxycholsiure erhielten wir die schon lange 
hekannte Cholanséure’). Die gleiche Cholansiiure entsteht auch 
bei der katalytischen Hydrierung der Ursocholadiensiiure. Diese 
Choladiensiiure wurde durch Destillation der Urso-desoxycholsiiure 
in Vakuum gewonnen und ist von der aus Desoxycholsiure 
nach Wieland und Weil‘), der aus Hyodesoxycholsiure nach 
Windaus und Bohne‘) und der aus Chenodesoxycholsiure nach 
Windaus, Bohne und Schwarzkopf) verschieden. Die Urso- 
desoxycholsiure ist also ein Cholansiiurederivat wie Cholsiure, 
Desoxycholsiiure und Chenodesoxycholsiure. 


') Vorgetragen auf dem Biochemischen KongreB in Tokyo, Okt. 1935. 
') J. of Biochem. 17, 505 (1927). 

*) Diese Z. 185, 151 (1929); 197, 206 (1931). 

*) H. Wieland u. F. J. Weil, Diese Z. 80, 287 (1912). 

‘) A.Windaus u. A. Bohne, Liebigs Ann. 433, 282 (1923). 

) A.Windaus, A.Bohneu. E.Schwarzkopf, Diese Z. 140, 177 (1924). 
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Urso-dehydro-desoxycholsiiure krystallisiert mit 1 Mol Krystal, 
wasser und schmilzt bei 155° ebenso wie die Cheno-dehydr. 
desoxycholsiure mit der sie keine Schmelzpunktdepression gily, 
Auch in den iibrigen Kigenschaften stimmen die beiden Dehydry. 


siiuren iiberein. Die Urso-desoxycholsiiure mu8 daher ihre zycf 


sekundiren Alkoholgruppen im Ring A an C, und im Ring } 
an ©, tragen, ebenso wie die Cheno-desoxycholsiiure. Die Ver. 
schiedenheit der beiden 3,7-Dioxycholansiuren kann nur dure 


die verschiedene riitumliche Lage der OH-Gruppen bedingt seinf 


Um die riumliche Lage der an C, gebundenen OH-Grupj 
der Urso-desoxycholsiiure aufzukliren, wurde aus Urso-desoxychol. 
siure durch partielle Oxydation mit Chromsiure die 3-Oxy-i. 
ketocholansiure dargestellt, die sich mit der 3-Oxy-7-ketocholat. 
siure aus Anthropo-(Cheno-)desoxycholsiure ®) als identisch erwie 

Weiterhin hat sich die Cheno- sowie die Urso-dehydro-desoxy. 
cholsiure durch partielle Hydrierung mit Platinmohr in neutralen 
Medium in eine Oxy-ketosiiure iiberfiihren lassen, die mit de 


durch partielle Oxydation der beiden urspriinglichen Sauren gef 


wonnenen 3-Oxy-7-ketocholansiiure identisch war. 


Diese aus Ursodesoxycholsiiure erhaltene 3-Oxy-7-ketocholan. 


siiure wurde durch Reduktion nach Wolf-Kischner in @-Lithe 
cholsiure iibergefiihrt. Damit ist also die sterische Identitit de 
OH-Gruppe am C, von Urso-desoxycholsiure mit der Lithochol. 
siure, der «-3-Oxycholansiiure, wiederum bestiitigt. Die Isomer: 
der beiden 3,7-Dioxy-cholansiuren, der Urso- und Cheno-desox;: 
cholsiiure, muB daher durch die verschiedene sterische Anordnun: 
der sekundiren Alkoholgruppen an ©, bedingt sein. 

Nach Windaus und van Schoor’) wird die Cheno-desoxycho: 
siure durch Kaliumhypobromit iiber eine Oxy-tricarbonsiure 1 
einer Lactondicarbonsiure oxydiert. Der Ring A wird bei diese 
Oxydation zur Oxy-tricarbonsiiure zwischen C, und C, gespalten: 
anschlieBend tritt Lactonbildung zwischen dem Carboxyl an (. 
und der OH-Gruppe an C, ein (I. Formel). 

In ganz analoger Weise wurde die Urso-desoxycholsiure mi 
Kaliumhypobromit oxydiert. Dabei wurde nicht die Lacto 
dicarbonsiure, sondern nur eine Oxy-tricarbonsiure (II. Forme 
erhalten. Kocht man mit Essigsiiureanhydrid, so spaltet dies 
Siiure kein Wasser ab, sondern wird acetyliert. 


*) Vgl. H. Wieland u. E. Dane, Diese Z. 210, 268 (1932). 
‘) Diese Z. 148, 225 (1925). 
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Man darf wohl annehmen, daB das Carboxyl an C, und die 


Hydroxylgruppe an C, in cis-Stellung leichter unter RingschluB 


zu reagieren vermégen als in trans-Stellung. Dann laBt sich die 
verschiedene Fthigkeit der beiden Oxy-tricarbonsiiuren zur Lacton- 
bildung dadurch erkliren, daB sich bei der Cheno-desoxycholsiure 
das Carboxyl an C,; und die OH-Gruppe an ©, in cis-Stellung, 


' bei der Urso-desoxycholsiure in trans-Stellung befinden (I. und 


I]. Formel). Die OH-Gruppen an C, und C, stehen wahrscheinlich 


bei der Anthropo-(Cheno-)desoxycholsiiure in cis-Stellung und bei 


der Urso-desoxycholsiiure in trans-Stellung zueinander (Formel | 
und IT). 
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Wir haben auch noch die 3-Oxy-7-ketocholansiure, die wir 
aus Urso-desoxycholsiiure gewonnen haben, durch Destillation im 
Vakuum in eine Ketocholensiure und weiter durch katalytische 
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Hydrierung in Monoketocholansiure iibergefiihrt. Die gleiche 
Keton-cholanséure erhielten wir aus Urso-dehydrodesoxycholsiiur 
durch partielle Reduktion nach Clemmensen. Diese Mono. 
ketocholansiure erwies sich mit der 7-Keto-cholansiiure yoy 
Wieland und Dane§) als identisch; sie laBt sich zur 7-Oxy. 


cholansaure*) katalytisch hydrieren oder durch Salpetersiiure zur § 


Thilobiliansdure §) oxydieren. 

Durch katalytische Hydrierung mit Platinoxyd wurde sowohl 
aus Urso-dehydrodesoxycholsiure als auch aus Urso-oxy-ketosiiure 
immer nur Cheno-desoxycholsiiure erhalten, nicht aber-Urso. 
desoxycholsiure. 

Durch unsere obigen Versuche und die besprochenen stereo- 
chemischen Argumente ist also die Urso-desoxycholsiiure eine 
3,7-Dioxycholansiiure, deren zwei OH-Gruppen in trans-Stellung 
zueinander stehen. Die OH-Gruppe an C, soll wie bei der Litho. 
cholsiiure als die @-, die andere an C, als die #-Konfiguration 
hezeichnet werden. 


Die Urso-desoxycholsiure ist also 3-, ¢-,7-, 8-Dioxycholansiiure. f 


Beschreibung der Versuche, 


Urso-desoxycholsaure. Uber Darstellung und LKigenschaften der f 


Siiure sind Einzelheiten bereits von Shoda’) und Kaziro’”) angegebeu. 
Beziiglich des Schmelzpunkts und der spezifischen Drehung zeigt die reine 
Siiure etwas hédhere Werte als die von Shoda angegebenen; Schmel:- 
punkt 203° (nach Shoda 197—200°) und spezifische Drehung 


[aj = + 57,07° (nach Shoda [a] = + 44,5°). 
Urso-diformyl-desoxycholsaure. 1 ¢ Urso-desoxycholsiure wurde nac!: 
Wieland’) mit 5cem einer 95°/,igen Ameisensiurelésung einige Stunden 
auf dem Wasserbade erwirmt. Das Reaktionsgemisch erstarrte zu eineu 
Krystallbrei. Durch Umkrystallisieren aus Alkohol wurde eine in Prismeu 
krystallisierte Diformylverbindung erhalten, die bei 170° schmolz. 
4,507, 4,472 mg Subst.: 11,530, 11,410 mg CO,, 3,610, 3,580 me H,0. 
CHO, Ber. C 69,59 H 8,99 
Gef. ,, 69,80, 69,62 ,, 8,96, 8,96. 





5) Diese Z. 210, 268 (1932). 

*) H. Wieland u. E. Boersch, Diese Z. 110, 151 (1920). 

*) Bei der katalytischen Hydrierung der 7-Keto-cholansiiure wurden 
zwei verschiedene 7-Oxy-cholansiiuren erhalten. Die eine hat einen Schmelz 
punkt von 86° und die andere von 112°. Beide werden durch Oxydation 
mit Chromsiure in die 7-Keto-cholansiiure von Wieland und Dane ver 
wandelt. Es miissen also die durch katalytische Hydrierung aus 7-Keto- 
cholansiure entstandenen zwei Oxysiiuren yom Schmelzp. 86 und 112° epimere 
7-Oxy-cholansiiuren sein. 
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Urso-dehydro-desoxycholsaure. Aus verdiinntem Alkohol oder Eis- 
essig umkrystallisiert, schmilzt die Dehydrosiure nach schwachem Sintern 
hei 154° und zeigt keine Schmelzpunktsdepression mit der Cheno-dehydro- 
desoxycholsiure vom Schmelzp. 153°. Urso- und Cheno-dehydrosiure kry- 
stallisieren mit 1 Mol Krystallwasser und die vom Wasser befreiten Siuren 
schmelzen scharf bei 158°. 

Urso-dehydrosiiure. 457, 68,8 mg Subst. verlieren bei 110° i. V. 


o).1, 2,7 mg. 
C,,H;,0,-H,O Ber. H,O 4,43 Gef. 4,39, 4,24. 
Spezifiseche Drehung: 1,11°/,ige Lésung in Alkohol, « = — 0,612; 
(u]}) = — 27,36°. 


Cheno-dehydrosiiure. 156,2, 128,3 mg Subst. verlieren bei 110° i. V. 
6.6, 5,4 mg. 


C,,H,,0,°H,O Ber. H,O 4,43 Gef. 4,22, 4,21. 
Spezifische Drehung: 1,49°/,ige Lésung in Alkohol, « = — 0,80; 
(]eO" = — 26,85 ° 


Urso-dehydro-desoxycholsiiure-methylester wurde mittels Diazomethan 
hergestellt. Kr beginnt bei 155° zu sintern, schmilzt bei 161° und zeigt mit 
Cheno-dehy dro-desoxycholsiiure-methylester keine Schmelzpunktsdepression. 

Clemmensen-Reduktion der Urso-diketosaure zur Cholansaure. 
| ¢ Urso-dehydrosiiure wurde mit 10 g amalg. Zink in einem Gemisch 
von 30 cem EKisessig und 10 cem konzentrierter Salzsiiure auf dem Wasserbad 
erhitzt. Schon nach 5 Minuten schied sich eine élige Masse ab. Nach 1stiin- 
digem Erhitzen wurde das Reaktionsgemisch abgekiihlt, der dabei ab- 
geschiedene Krystallbrei abgesaugt und aus Eisessig umkrystallisiert. Feine 
Nadeln vom Schmelzp. 161°. Ausbeute 0,7 g. 0,4 g¢ dieser Krystalle wurden 
in 5 cem Essigsiure-anhydrid gelist und einige Tropfen konzentrierte 
Schwefelsiiure hinzugefiigt. Nach 1stiindigem Stehen in der Kiilte wurde 
das Reaktionsgemisch mit viel Wasser gefiallt, abgesaugt, mit Wasser gut 
gewaschen und mehrmals aus Eisessig umkrystallisiert. Ms bestand aus 
biischelférmig gruppierten, seideglinzenden Nidelchen vom Schmelzp. 165°, 
die mit Cholansiiure yom Schmelzp. 163° keine Schmelzpunktsdepression 
zeigten. Bei der Liebermannschen Reaktion keine Firbung. 


4,970, 3,50 mg Subst.: 14,57, 10,28 mg CO,, 4,92, 3,54mg H,0O. 
O,,H,,0, Ber. C 79,93 H 11,18, 
Gef. ,, 80,00, 80,14 ,, 11,09, 11,31. 

Spezifische Drehung: 0,411°/,ige Lésung in Chloroform « = + 0,18, 
[ue b = “t+ 21,88 °. 

Der Propylester dieser Cholansiure wurde durch 1stiindiges Kochen 
mit Propylalkohol und wenig konzentrierter Schwefelsiiure dargestellt. Aus 
verdiinntem Propylalkohol krystallisierte er in Prismen mit abgeschrigten 
Ncken, welche bei 57° schmolzen, also vom Allo-cholansiurepropylester '°) 
vom Sehmelzp. 101° verschieden sind. 


') A.Windaus u. A. Bohne, Liebigs Ann. 435, 278 (1923). 
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Urso-choladiensaure. 2 g reine Urso-desoxycholsiiure (Sechmelzp. 20; 
wurden im Vakuum unter 5 mm Druck bei 320—346° destilliert. Da 
Destillat wurde in Alkohol hei’ gelést; nach Abdampfen des Alkoho; 
wurden rosettenfoérmig gruppierte feine Niidelchen erhalten, die nag 
2maliger Umkrystallisation aus Alkohol scharf bei 150° scbmolzen 


mit der Cheno-choladiensiiure vom Schmelzp. 150° '') keine Depression zeigten, f 


4,820 mg Subst.: 14,250 mg CO,, 4,350 mg H,O. 


C,,41,,0, Ber. C 80,89 H 10,11 Gef. C 80,62 H 10,08, 
Spezifische Drehung: 0,0165 g Subst. in 10 cem Chloroform, 2 dr, 
a = — 0,15, [aj = — 48,759. 


Cholansaure aus Urso-choladiensaure. 0,2 ¢ Urso-choladiensiiure, 
gelést in 10 cem Kisessig, wurden bei Gegenwart von 0,50 mg Platinoxy; 
unter Wasserstoff in der Birne geschiittelt. Das hydrierte Produkt wurk 
nach Abfiltrieren vom Platinschwarz mit Wasser gefillt und mehrmals au: 
Eisessig umkrystallisiert. Feine Nadeln vom Schmelzp. 163°. Der Miseh- 
schmelzpunkt mit Cholansiiure vom Schmelzp. 163° oder mit der aus Urso- 
dehydrosiure nach Clemmensen erhaltenen Cholansiiure vom Schmelzp. 165 


gab keine Depression. Bei der Liebermannschen Reaktion keine Ver. f 


fiirbung. 
4,560 mg Subst.: 13,350 mg CO,, 4,480 mg H,O. 
C,,H,,0. Ber. C 79,98 H 11,18 Gef. C 79,86 H 10,99. 


Die Methyl- und Propylester wurden in iiblicher Weise hergestell. 
Der erstere schmolz bei 85° und der letztere bei 57°. Mit den entsprechendan 
Kstern der Cholansiiure gaben sie keine Schmelzpunktsdepression. 


Urso-oxy-ketocholansaure (3-Oxy-7-ketocholansaure). — 1. Dure! 
partielle Hydrierung der Urso-dehydro-desoxycholsiure. 1g Di 
ketosiiure in 20 cem Alkohol gelést, wurde bei Gegenwart von 0,2 g Platix 
oxyd unter Wasserstoff geschiittelt. Nach 20 Minuten war dabei 1 Md 
Wasserstoff aufgenommen. Die alkoholische Liésung wurde vom Platin- 
oxyd abfiltriert, auf dem Wasserbad auf etwa 7 ccm eingedampft und mit 
wenig Wasser versetzt. Nach kurzer Zeit schieden sich feine Bliittche 
(0,85 g) ab, die nach 2maliger Umkrystallisation bei 203° schmolzen. Die 
Saure war leicht léslich in Alkohol oder Eisessig, schwer in LEssigeste! 
und Aceton, kaum in Ather. Bei der Liebermannschen Reaktion fiirbie 
sie sich nicht. 


4,882 mg Subst.: (aus Essigester umkrystallisiert bei 110° i. V. gett. 
13,215 mg CO,, 4,25 mg H,0. 


C,,He.0, Ber. C 73,81 H 9,81 Gef. C 783,85 H 9,74. 
Spezifische Drehung: 0,223 g Subst. in Alkohol, 2 dm, @ =— 1,31) 


Oya) ws 
[a] =— 27,35°. 


4) Mein Kollege Miyazi hat festgestellt, daB reine Cheno-choladien: 
siiure bei 150° schmilzt und eine spezifische Drehung von — 43,50° (i 
Chloroform) hat. 
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2. Durch partielle Oxydation der Urso-desoxycholsiure. 
‘Zu einer Lésung von 1,15 g Urso-desoxycholsiure in 10 cem Eisessig wurde 
‘unter Eiskithlung im Laufe von '/, Stunde eine Lisung von 0,3 g Chrom- 
‘siure in 10 cem einer 60 °/,igen Essigsiiurelésung zugetropft. Nach 1stiin- 
‘digem Stehen in der Kialte wurde die iiberschiissige Chromsiiure mit 
schwefliger Siiure reduziert und das Ganze mit viel Wasser versetzt. 


Das Oxydationsprodukt schied sich dabei in schmieriger oder pulve- 
riger Form ab, war jedoch am nichsten Tage fest und konnte abgesaugt 
werden. Es wurde in Sodalésung umgekocht, filtriert, mit verdiinnter Salz- 
siure gefillt und getrocknet. Aus Essigester krystallisierte die Substanz in 
Blittchen, die nach mehrmaliger Umkrystallisation aus demselben Liésungs- 
mittel bei 203° schmolzen. Die Mischprobe mit der partiell hydrierten Siure 
yom Schmelzp. 203° gab keine Depression. 

4,801 mg Subst.: 12,965 mg CO,, 4,289 mg H,0. 

Cagtlss9, Ber. C 73,81 H 9,81 Gef. C 73,67 H 9,84. 
3-Acetoxy-7-ketocholansaure. 0,3 ¢ Urso-oxyketosiiure wurden mit 
8 cem Essigsiiureanhydrid und 0,3 g geschmolzenem Na-acetat unter RiickfluB 
2 Stunden gekocht, nach dem Erkalten mit viel Wasser gefillt, gewaschen 


und getrocknet. Aus Ejisessig oder Alkohol krystallisierte die Siiure in 
langen, diinnen Tafeln vom Schmelzp. 142°. 


4,573, 5,023 mg Suhst.: 12,120, 13,315 mg CO,, 3,780, 4,140 mg H,O. 
C,H Os Ber. C 72,17 H 9,33 


MW 79) § 79 25 F 6 
Gef. ,, 72,31, 72,83 »» 9,25, 9,22. 


In gleicher Weise wurde auch die durch partielle Hydrierung ge- 
wonnene Oxy-ketosiure acetyliert. Das Produkt stimmte in seinen Eigen- 
schaften mit dem oben beschriebenen vollig tiberein und zeigte auch keine 
Mischschmelzpunktsdepression. 


3-Oxy-7-ketocholansdure aus Cheno-desoxycholsaure. Diese Oxy- 
ketosiiure wurde in der gleichen Weise hergestellt, wie die Urso-oxyketosiiure : 

1. Durch partielle Hydrierung der Cheno-dehydrodesoxy- 
cholsiiure. Blittchen vom Schmelzp. 203°. 

5,009 mg Subst.: 13,520 mg CO,, 4,330 mg H,O. 

C,,H,,0, Ber. C 73,81 H 9,81 Gef. C 73,61 H 9,68. 

2. Durch partielle Oxydation der Cheno-desoxycholsiure. 

Blittehen vom Schmelzp. 203°. 


3,112 mg Subst.: 9,263 mg CO,, 3,031 mg H,0. 


C,,Hy.0, Ber. C 73,81 H 9,81 Gef. C 74,04 H 9,87. 
Spezifische Drehung: 0,0871 g in 10cem Alkohol, 2 dm, « = — 0,49; 
(a), = — 27,58° 


Das Acetat der Siure wurde durch Kochen mit Essigsiureanhydrid 


und Na-acetat hergestellt. Es schmilzt auch bei 142°. Die Siiure und ihr 


Acetat haben mit den Derivaten der Urso-desoxycholsiiure iibereinstimmende 
Eigenschaften und zeigen auch keine Mischschmelzpunktdepression. 
13* 
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7-Keto-3-cholensdure. — 1. Aus Urso-oxyketosiure. 8,3 g Oxy. 
ketosiure (Schmelzp. 203°) wurden im Vakuum bei 340° vorsichtig destilliert 


Das farblose Destillat (2,5 g), umgelést aus Alkohol, krystallisierte i, § 
Blittchen, die nach wiederholter Umkrystallisation aus verdiinntem Alkoho| § 


bei 149—150° schmolzen (2,1 g). Sie waren in den meisten organische, 


Lésungsmitteln spielend léslich. Liebermannsche Reaktion: rubinro. § 


hellbriunlich, schmutzig-griine Fiirbung. 
4,680 mg Subst.: 13,315 mg CO,, 4,09 mg H,O. 


C,,H,,0, Ber. C 77,42 4H 9,67 Gef. C 77,60 H 9,78. 
Spezifische Drehung: 0,197 g Subst. in 10 cem Alkohol, 2 dm, « = — 147.5 


908 
[aly =— 74,62°. 


2. Aus Cheno-oxyketosiiure. Die ungesiittigte Siure wurde wie fh 


oben dargestellt. Sie krystallisierte in Blittechen vom Schmelzp. 149—15) 
und gab mit der ungesiittigten Siiure aus Urso-oxyketosiiure keine Schmelz 
punktsdepression. 
4,872 mg Subst.: 13,840 mg CO,, 4,320 mg H,0O, 
C,,H,,0, Ber. C 77,42 H 9,67 Gef. C 77,50 H 9,92. 


Spezifische Drehung: 59,0 mg Subst. in 10 cem Alkohol, 2 dm, « = — 0,44: 


7-Ketocholansaure. — 1. Aus Urso-ketocholensiure. 1,5 gu 


gesiittigte Siure wurden in 10 cem Alkohol bei Gegenwart von 0,2 g Platin § 


vv 
mm < 


oxyd unter Wasserstoff geschiittelt. Nach 20 Minuten war 1 Mol Wasserstof 
aufgenommen. Die von Platinoxyd abfiltrierte alkoholische Liésung wurd 
zur Hilfte auf dem Wasserbad abgedampft und mit wenig Wasser versetzt 
Dabei schied sich eine reichliche Menge von Krystallen ab, die die Form 


langer schmaler Tafeln hatten und nach Umkrystallisation aus Alkohif 
y 


oder Eisessig bei 149—150° schmolzen. Bei der Liebermannsche 
Reaktion wurde eine schwach rubinrote Fiairbung beobachtet. 


4,901 mg Subst.: 13,8835 mg CO,, 4,460 mg H,O. 
C,,H,,0, Ber. C 77,01 H 10,16 Gef. C 77,00 H 10,18. 


2. Aus Cheno-ketocholensiure. Die 7-Ketocholansiure wurtf 


ebenfalls durch katalytische Hydrierung in Alkohol aus Cheno-ketocholeu: 

siiure hergestellt. Schmale Tafeln vom Schmelzp. 149--150°. Liebermann 

sche Reaktion: schwach rubinrot. Die Mischprobe mit 7-Ketocholansiiur 
aus Urso-desoxycholsiiure zeigte keine Depression. Die hier erhalten 

7-Ketocholansiure stimmte in ihren Eigenschaften mit der 7-Ketochola§ 
siiure nach Wieland’) iiberein. 


5,058 mg Subst.: 14,260 mg CO,, 4,660 mg H,O. 
C.,H3,0, Ber. C 77,01 H 10,16 Gef. C 76,93 H 10,31. 
7-Keto-cholansiuremethylester. Die 7-Ketocholansiiure wurde uf 


iitherischer Lésung mit Diazomethan verestert. Aus Methanol krystalli 
sierten lange Tafeln vom Schmelzp. 78°; sehr schwer krystallisierbar. 


4,879 mg Subst.: 13,830 mg CO,, 4,560 mg H,O. 
CyHyo0O3; Ber. C 17,28 H 10,38 Gef. C 77,35 H 10,46. 
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3. Aus Urso-dehydro-desoxycholsiure durch partielle Re- 


| duktion nach Clemmensen. Schon nach Erhitzen von 5 Minuten auf 


dem Wasserbad war die Urso-dehydro-desoxycholsiure zum gréBten Teile 
zu Cholansiure reduziert. Daher wurde die Reduktion bei niedrigerer 
Temperatur durchgefiihrt. 


In eine Lésung von 3 g Urso-diketosiiure in 60 ccm Eisessig wurden 
20g Zinkamalgam gegeben, 15 ccm konzentrierte Salzsiiure zugefiigt und 
das Ganze bei Zimmertemperatur (unter 20°) stehen gelassen. Unter zeit- 
weiligem Zusatz von jeweils 5 ccm Eisessig und konzentrierter Salzsiure 
wurde das Reaktionsgemisch abwechselnd auf Zimmertemperatur oder Eis- 
schranktemperatur gebracht. Nach 24 Stunden wurde es weitere 2 Tage 


| lang im Eisschrank stehen gelassen, wobei reichlich Krystalle abgeschieden 


wurden. Im ganzen wurden 85 cem Eisessig und 50 cem konzentrierte 
Salzsiiure zugesetzt. Nach 72 Stunden wurden die Krystalle abfiltriert und 
mit Sodalésung gekocht. 

Die mit Salzsiiure ausgefiallte Siiure (0,8 g) wurde zunichst aus Eis- 
essig umkrystallisiert. Nadeln die bei 130—135° schmelzen. Durch wieder- 
holte fraktionierte Krystallisation wurde ein Produkt gewonnen, das aus 
Alkohol in schmalen Tafeln vom Schmelzp. 149—150° krystallisierte. 
Ausbeute 0,4 g. 

Auf Grund der Bildung eines Monooxims und der Mischprobe mit 
der Ketocholanséiure aus Ketocholensiure hat sich die Substanz als 7-Keto- 
cholansiure erwiesen. 


5,03 mg Subst.: 14,185 mg CO,, 4,570 mg H,O. 
C.,H3g0, Ber. C 77,01 H 10,16 Gef. C 76,91 H 10,17. 


Methylester der Siure. Mittels Diazomethan dargestellt. Der aus 
Methanol in Tafeln krystallisierte Ester schmilzt bei 77° und zeigt mit 
dem Ester der Ketosiiure aus Cheno-ketocholensiure keine Schmelz- 


punktsdepression. 


Oxim der Séure. Es wurde in tiblicher Weise mit Hydroxylamin- 
hydrochlorid und Natriumacetat dargestellt. Feine Nadeln vom Schmelz- 
punkt 240°. 


4,368, 4,772 mg Subst.: 0,153 (25,5°, 760,383 mm); 0,179 (25°, 
759,5 mm) eem N. 


C,,H,,0,N Ber. N 3,60 Gef. N 3,80, 4,07. 


7-Oxycholansdure aus 7-Keto-cholansadure. 0,2 ¢ Urso-7-keto- 
cholansiiure wurden in 5 cem Alkohol unter Zusatz von einigen Tropfen 
Eisessig bei Gegenwart von 50 mg Platinoxyd unter Wasserstoff ge- 
schiittelt, 


Nach 6 Stunden war 1 Mol Wasserstoff aufgenommen. Die vom 
Platin befreite essigsaure alkoholische Lésung wurde mit wenig Wasser 
bis zur leichten Triibung versetzt. Nach einigen Tagen schieden sich feine 
Tafeln ab, die nach wiederholtem Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol 
bei 95—98° schmolzen. Die Siure enthielt Krystallwasser und schmolz 
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nach dem Trocknen im Vakuum bei 96—102°. Sie war sehr schwer kry. 
stallisierbar. Der Mischschmelzpunkt mit 7-Oxycholansiure aus 7- Keto. 


cholensiiure gab keine Depression. 


11,8 mg Subst. verloren i. V. bei 80° 0,5 mg H,O. 


C.,H, 0, - 1 H,O Ber. 4,56 Gef. 4,24. 
4,960 mg Subst.: 14,015 mg CO,, 4,840 mg H,O. 
C,,H,,0, Ber. C 76,53 H 10,71 Gef. C 76,95 H 10,89. 


Thilo-biliansaéure. Sie wurde nach dem Verfahren von Wieland’ 


aus Urso-7-oxycholansiiure dargestellt. Feine Nadeln vom Schmei 


punkt 258—260°. 
Titration: 6,4 mg Subst.: 2,418 cem n/50-NaOH. 
Aquivalent (422,3) Ber. 141 Gef. 132. 


Lithocholsaure aus Urso-desoxycholsaure. 0,6 ¢ Urso-3-oxy-1. 
ketosiure wurden mit 10 ccm einer alkoholischen Lésung von Semicarbazid 


acetat 6 Stunden unter RiickfluB gekocht. Nach dem Erkalten wurde da 
Semicarbazon mit Wasser gefillt, gewaschen und auf Ton getrocknet 


Weifbes Pulver. Ausbeute 0,5 ¢g. 


2,501, 2,880 mg Subst.: 0,2125 (28,5°, 758 mm); 0,240 (27'f 


0,762 mm) eem N. 


C,;H,,0,N; Ber. N 9,38 Gef. N 9,043, 8,992. 


0,4 g Semicarbazon wurden mit einer Lésung von 0,5 g Na in 10 ccuf 
absolutem Alkohol 4 Stunden lang im EinschluBrohr auf 180—185° gehalten.f 
Nach dem Abkiithlen wurde das Reaktionsgemisch mit Wasser verdiiun§ 


und mit verdiinnter Salzsiure gefillt (0,2 g). 


Beim Umkrystallisieren aus Aceton—Wasser schieden sich Blattcha 


vom Schmelzp. 186° ab. Ausbeute 0,1 g. Bei der Liebermannschaf 


Reaktion, die nach der Vorschrift von Wieland‘) ausgefiihrt wurde, tnt 
keine Verfirbung auf. 


4,661, 4,966 mg Subst.: 13,035, 13,890 mg CO,, 4,410, 4,690 mg H,! 


Cy.H 0, Ber. C 76,53 H 10,71 
Gef. ,, 76,35, 76,40 ,, 10,59, 10,58. 


Aus dieser Siure wurde durch Oxydation mit Chromsiure Dehydr 
lithocholsiure vom Schmelzp. 140° erhalten. 


a-3-Acetoxy-cholansiure. 40mg der beschriebenen Lithocholsiur 
wurden mit 1 cem Essigsiiureanhydrid 15 Minuten gekocht und unter Zusati 
von 1 ccm Wasser noch weitere 15 Minuten erhitzt. Unter Zusatz vo 
wenig Eisessig wurde das Reaktionsgemisch stehen gelassen, wobei dit 
Acetylverbindung zur Krystallisation kam. Aus Aceton oder Eisessig kry 
stallisierten Blittechen vom Schmelzp. 169°, was darauf hinwies, daB es sic! 
um «-3-Acetoxy-cholansiure '’) handelte. 


12) F.Reindel u. K.Niederlinder, Ber. chem. Ges. 68, 1243 (1935 
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4,810, 2,629 mg Subst.: 13,145, 7,160 mg CO,, 4,330, 2,340 mg H,0. 


CygH yO, Ber. C 74,58 H 10,11 
Gef. ,, 74,69, 74,58  ,, 10,09, 10,00. 


Urso-oxytricarbonsaure. Die Sadure wurde aus Urso-desoxychol- 
siure in ganz analoger Weise wie aus Cheno-desoxycholsiure') dargestellt. 
Sie krystallisiert mit 1 Mol Krystallwasser in schénen Nadeln. Die wasser- 

freie Siiure schmilzt bei 242°. Schwer léslich in meisten organischen 
Lisungsmitteln. 


5,032, 4,670 mg Subst.: 11,575, 10,740 mg CO,, 3,950, 3,740 mg H,0O. 
Gef. ,, 62,90, 62,86 ,, 8,80, 8,98. 
53,6 mg Subst. verloren i. V. bei 130° 2,4 mg H,0. 
C,,H;,0, - H,O Ber. 4,00 Gef. 4,47. 
5,039, 4,741 mg Subst. (i. V. bei 110° getr.): 12,070, 11,410 mg CO,, 
3,920, 3,650 mg H,O. 
CoglesO, Ber. C 65,72 H 8,74 
Gef. ,, 65,55, 65,66 », 8,78, 8,62. 
Titration. 41,1 mg Subst.: 2,79 eem n/10-NaOH in der Kite. 
Aquivalent (438/3) Ber. 146 Gef. 147. 


Acetat der Saure. Reine Urso-oxytricarbonsiure (0,21 g) wurde mit 
5cem frisch destilliertem Essigsiureanhydrid auf dem Wasserbad 1 Stunde 
mit aufgesetztem RiickfluBkiihler gekocht. Die mit kaltem Wasser ge- 
fillte Siure wurde aus Eisessig, dann aus Alkohol umkrystallisiert. Aus 
der gesittigten Essigesterlésung schied sie sich in feinen Niidelchen ab, 
die gegen 231° sinterten und bei 253° zu einer klaren Fliissigkeit 
- schmolzen. 


3,802 mg Subst.: 9,074 mg CO,, 2,892 mg H,0. 


CH 400 Ber. C 64,96 H 8,39 
Gef. ,, 65,09 » 3,51. 
Titration. 15,5 mg Subst.: in der Kalte, 0,98 cem n/10-NaOH. 
Aquivalent (470/3) Ber. 157 Gef. 160. 


Diese Oxy-tricarbonsiure wurde mit Chromsiiure zur Urso-desoxy- 
biliansiure oxydiert, die bei 231° schmolz. Mit Cheno-desoxybiliansidure **) 
vom Schmelzp. 230° zeigte sie keine Schmelzpunktsdepression. 


Uberfiihrung der Urso-desoxycholsaure in Cheno-desoxycholsaure. 
0,38 g Urso-dehydro-desoxycholsiiure (Schmelzp. 154°) wurden in 5 ecm 
Alkohol gelést und mit 0,1 g Platinoxyd unter Wasserstoff geschiittelt. 
' Nach 11/, Stunden waren 2 Mol Wasserstoff aufgenommen. Die Lisung 
_ wurde vom Platin befreit, mit Wasser gefallt, gewaschen und der Riickstand 
- Vollstiindig getrocknet. Das hydrierte Produkt ist in den meisten organischen 


nae eee 


) A. Windaus u. A. van Schoor, Diese Z. 157, 177 (1926). 
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_ 


Lésungsmitteln spielend loslich und wurde daher in ammoniakalischer Lisung 
mit Bariumchlorid in das Bariumsalz verwandelt, das aus verdiinntem Alkoho| 
in Nadeln krystallisierte. Die Siure wurde iiber das Bariumsalz wiederho| 
gereinigt. 


1,256 g Subst. verloren i. V. bei 130° 18,4 mg H,0. 
(C,,H;,0,),Ba -1H,O Ber. 1,89 Gef. 1,52. 
72,5 mg Subst. (bei 130° i. V. getr.): 18,3 mg BaSQ,. 
4,182 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 9,645 mg CO,, 3,260 mg H,0, 


(C,,H 3 0,),Ba Ber. C 62,62 H 8,54 Ba 14,93 
Gef. ,, 62,91 »» 8,72 » 14,85. 

Aus dem Bariumsalz wurde die freie Siiure erhalten und in wenig 
Essigester gelést. Nach dem Verdunsten des Essigesters erstarrte sie 2 
den fiir Cheno-desoxycholsiure sehr charakteristischen drusigen Aggregaten 
die gegen 110° sinterten und bei 140° schmolzen. 


Spezifische Drehung: 0,1592 g Subst. in 10 eem Alkohol, 2 dm, a= +0,40; 


IY ss 
[aj =-+ 12,52°. 

Die Urso-3-oxy-7-ketocholansiiure wurde in ganz analoger Weise 
hydriert und in Cheno-desoxycholsiure iibergefiihrt. 


Cheno-desoxycholsaure aus Barengalle. Die von Urso-desoxy- 
cholsiiure befreite Mutterlauge bildet beim Verdunsten der Lésungsmitte! 
(Essigester, Aceton oder Eisessig usw.) eine schwiirzlich-braune Masse. 
Diese harzige Masse wurde gesammelt, in Ammoniak eingeriihrt und das 
Geléste von den schwerléslichen Bestandteilen durch Filtration getrennt 
Die ammoniakalische Liésung wurde unter Ather angesiuert und ge 
schiittelt. 


Durch diese Operation trennt man den stark gefirbten mit Athe: § 


nicht aufnehmbaren schmierigen Anteil ab. Die atherische Lésung wurd 
mit verdiinntem Ammoniak geschiittelt und nach dem Verdunsten de: 
Athers die Ammoniakschicht mit verdiinnter Salzsiiure angesiiuert. Es ent 
steht eine flockige Abscheidung. Man erhiilt so die Gallensiuren ziemlic! 
farblos. Die Siure wurde in wenig Essigester gelést und mit Ather ver 
setzt. Bei lingerem Aufbewahren schied sich gelbliches Harz ab. Dieser 


harzige Riickstand wurde mit Essigester digeriert, eventuell nach Au! 


kochen, wobei ziemlich reine krystallinische Urso-desoxycholsiiure erhalten 
wurde. Die von der Urso-desoxycholsiure abgesaugte Essigestermutterlaugt 
wurde getrocknet und die Séiure in ammoniakalischer Losung in das schwer 
lésliche Bariumsalz tbergefiihrt. 


Das Bariumsalz wurde zuniichst mit absolutem Alkohol heiB digeriert 
und dann aus verdiinntem Alkohol umgelést. Schéne farblose Nadelu. 
Die aus diesem Bariumsalz bereitete freie Siure ist sehr schwer krystalli f 
sierbar und die aus Essigester zum Teil krystallisierte Saure schmilzt nach f 
scharfem Trocknen bei 1830—140°. | 
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Spezifische Drehung: 0,195 g Subst. in 10 cem Alkohol, 2 dm, «= +0,57; 


[ap = + 14,61°. 


Nach wiederholter Reinigung iiber das Bariumsalz: 0,2269 g Subst. in 
970 
10cem Alkohol, 2 dm, « = + 0,54; [ej =+ 11,9°. 


66,5 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 16,5 mg BaSO,. — 4,358 mg Subst. 
ibei 110° i. V. getr.): 10,000 mg CO,, 3,360 mg H,0. 
(Co4H30,),Ba (920,2) Ber. C 62,62 H 8,54 Ba 14,98 
Gef. ,, 62,61 », 8,63 5, 14,60. 


Cheno-dehydrodesoxycholsaure. Zu einer Lisung von 0,8 g Cheno- 
desoxycholsiure aus Barengalle in 5 cem Eisessig wurde eine Lésung von 
0,5 g CrO,; in 1 cem Wasser und 8 cem Eisessig bei Zimmertemperatur 
tropfenweise zugefiigt. Nach 2 Stunden wurde das Ganze mit viel Na- 
bisulfitlésung versetzt. Krystallinischer Niederschlag. Nach mehrmaliger 
Umkrystallisation aus verdiinntem Alkoho] oder Eisessig erhalt man glin- 
zende Blittchen vom Schmelzp. 153—154°. 


4,874 mg Subst. (an der Luft getr.): 12,585 mg CO,, 4,02 mg H,O. 


C,,H,,0, » H,O Ber. C 170,20 H 9,28 
Gef. ,, 70,84 »» 9,28. 


Zum Sehlu8 spreche ich Herrn Prof. Dr. 'T. Shimizu meinen herzlichen 
Dank fiir seine freundliche Hilfe aus. 
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Uber die Konstitution der Gallensduren. 
LVI. Mitteilung. 
Zur Kenntnis der Dioxycholensauren. 
Von 


Heinrich Wieland, Emma Dietz*) und Hermann Ottawa. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayr. Akad. der Wissenschaften zu Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. September 1936.) 


Unter der Wirkung wasserabspaltender Reagentien, wie Chior. 
zink oder verdiinnter Schwefelsdiure, bilden sich aus Cholsaure die 
beiden isomeren Sauren C,,H,,0,, Apocholsaéure und 3,12-Di- 
oxycholensaure, die F. Boedecker’) im Jahr 1920 entdeckt 
hat. 13 Jahre spater hat K. Yamasaki’) die interessante Beob- 
achtung gemacht, daB bei Anwendung von konzentrierter Salz- 
siure auf Cholsiiure in geringer Ausbeute eine dritte Siure 
C,,H,,0, entsteht, die als Iso-dioxy-cholensiure bezeichnet 
wurde. Die drei Séiuren unterscheiden sich voneinander lediglich 
durch die Lage der Doppelbindung, mit deren Ermittlung wr 
schon seit mehreren Jahren beschiftigt sind. 

Apocholséure und Dioxy-cholensiure werden durch konzen- 
trierte Salzsiure teilweise gegenseitig ineinander umgelagert’: 
keine von beiden stellt also eine stabile Endform dar. [so-di- 
oxy-cholensiure wird, ebenfalls im Rahmen eines Gleichgewichts 
sowohl aus Apocholséiure (Yamasaki), wie nach unserer Fest- 
stellung auch aus Dioxy-cholensiure gebildet. Es bestehen also 


die Beziehungen 
av Iso-dioxy-cholensaure KR 


Dioxy -cholensiure ~ >  Apocholsiure. 


Fiir die nahen Beziehungen der drei Sduren lassen sich die 
Formulierungen I—III als wahrscheinlich aufstellen. 


*) Fellow of the Am. Assoc. of University Women. 
1) Ber. chem. Ges. 58, 1852 (1920); 54, 2489 (1921). 
*) Diese Z. 220, 42 (1933). 

5) Yamasaki, Diese Z. 233, 10 (1935). 
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Uber. die Konstitution der Gallensiuren. LVI. 


CH(CH,)-CH,-CH,-CO,H 
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In einer vor kurzem erschienenen Abhandlung iiber das 
gleiche Thema stellt R. K. Callow’) auBerdem die Formel IV 


-und zwar fiir die Dioxy-cholensiure zur Diskussion. 


H. Wieland und KE. Dane?) haben fiir Dioxy-cholensiure 


'Formel I, fiir Apocholsiure Ill (oder Il) vorgeschlagen. Die 
 Konstitution von Dioxy-cholensiure ist zwischen I und IV da- 
| durch eingegrenzt, daB bei ihrer Oxydation eine Aufspaltung der 
| Doppelbindung zu Carboxyl und Carbonyl erfolgt*). Dioxy-cholen- 
' siure ist auf katalytischem Wege zu Desoxy-cholsaure hydrierbar, 


die beiden anderen Isomeren nehmen keinen Wasserstoff auf. 
Bei der Behandlung der vorliegenden Konstitutionsfrage 
spielt das Verhalten der isomeren Saiuren gegeniiber Brom eine 


_ wichtige Rolle. Wie schon Boedecker gefunden hat, bilden bei 


dieser Reaktion weder Apocholsiure noch Dioxy-cholensiure ein 


' Dibromid, sondern es entsteht in beiden Fallen eine doppelt 
| ungesiittigte Saiure, die 3,12-Dioxy-choladiensiure. Bereits 


Boedecker ist auf die starken Schwankungen im Drehwert der 
Priparate dieser Siure aufmerksam geworden und Callow hat 
gefunden, da8 man bei der Reaktion mit Brom immer ein Gemisch 
zweier sehr &hnlicher, durch die Lage der Doppelbindungen 
unterschiedener Siuren erhilt, denen mit ziemlicher Wahrschein- 
lichkeit die Formeln V und VI zukommen. 

Die bei der katalytischen Hydrierung der (nicht einheitlichen) 
Dioxy-choladiensiure von Boedecker erhaltene, von der Apo- 
cholsiure im Drehwert abweichende #-Apocholsiiure ist nach 


) Chem. Soe. 1936, 462. 
*) Diese Z. 206, 243 (1932); 212, 263 (1932). 
*) AuBerdem wire noch die Lage der Doppelbindung zwischen C, 
und C,, in Betracht zu ziehen. 
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Callow ein Gemisch zweier stereo-isomerer Apocholsiuren (II). Ay 
den Verbindungen V und VI wiirde dann durch 1,4-Addition yoy 


Wasserstoff an die konjugierten Doppelbindungen Apocholsiure ([[ | ~ 


entstehen. Im Falle der Hydrierung von VI wiirde C, asyn. 
metrisch, d. h. der Wasserstoff kénnte dort in cis-, wie in trans. 
Lage angelagert werden. Die der normalen Apocholsiure jy 
bezug auf C, epimere Saiure, die auf diese Weise entstehen kann, 
ist nach Callow die £-Apocholsiure. 


OH | OH | 
Pui. a in 
| | | ; P 
a ie » NNT 
| | 8 
is cs sai he 
OH | HO 
ee ™ Pg 
| nial 
se dn he oe 
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Wenn, was wir fir wahrscheinlich halten, die Apocholsiure 
gemiB II, die 3,12-Dioxy-cholensiure gemiB IV zu formulieren 
ist, so fallt bei den gegenseitigen Beziehungen der drei isomeren 
Saiuren der Iso-dioxy-cholensiure von Yamasaki die Formel Ill 
zu. Diese Isosiure laBt sich ebensowenig katalytisch hydrieren 
wie Apocholsaure, reagiert aber mit Brom ebenso rasch wie diese 
und spaltet auch das primar angelagerte Brom sofort als Bron- 
wasserstoff ab. Die neue Dioxy-choladiensiure, die man so it 
miBiger Ausbeute erhalt, hat ganz andere EKigenschaften als die 
beiden bekannten (V und V1). Sie ist sehr unbestindig uni 
besonders empfindlich gegen Sauren. Die Hydrierung zu einer 
bekannten Séure ist bis jetzt nicht gegliickt. Kin besonderes 
Interesse erweckt diese doppelt ungesattigte Siure durch die 
intensive, violette Halochromie, die sie schon mit 30°/, iger Salz- 
siure gibt. Es besteht Aussicht, beim weiteren Studium dieser 
Erscheinung etwas iiber die noch ganz ungeklirten Farbreaktionen 
in der Gallensiure- und Sterin-Gruppe zu erfahren, insbesondere 
iiber die hier vorliegende Hammarsten-Reaktion. 

Die Struktur dieser neuen Dien-siure ist noch vollkommen 
dunkel. Die naheliegenden Formeln VII oder VIII werden durch 


ihr optisches Verhalten ausgeschlossen, da im Absorptionsspektru | £ 
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I). Aus f das fiir konjugierte Doppelbindungen charakteristische Maximum 
on von Fs ‘bei etwa 240 mu) fehlt. Vielleicht enthilt die Siure nur eine 
ure (I[ F | Doppelbindung, wihrend an Stelle der anderen sich ein innerer 
asym- Ring geschlossen hat. 

trans. | Es muB noch bemerkt werden, daB es nicht gelingt, aus ¢-Apochol- 
ure ip siiure (im alten Sinne, d. h. aus dem Gemisch der beiden, nach Callow an 
kann, C, epimeren Siiuren IT) eine einheitliche Iso-dioxycholensiure (III) zu ge 


-winnen. Man findet ihr stets eine Siiure von héherem Drehwert beigemengt 
und es sieht so aus, als ob diese aus der epimeren Apocholsiiure stamme. 

Wenn sich dies bestitigt, wiirde man, bei Aufrechterhaltung der Formel Il 
ri fiir die beiden Apocholsiiuren, fiir die vermuteten isomeren Isosiiuren mit 
einer Epimerie an C,, zu rechnen haben. 


Versuche. 
Diacetyl-apocholsdure-methylester (Ki. Dietz). 

Der Methylester der Apocholsiure wurde mit Diazomethan be- 
reitet. Aus Methanol umkrystallisiert, Schmelzp. 86—89°. Auch mit 
Methylalkohol-HCl nach Boedecker erhielt man gute Ausbeuten. 

: 14g Ester werden mit 40 ccm trockenem Pyridin und 40 ccm 
'_Kssigsiureanhydrid 7 Stunden lang am Wasserbad erhitzt. Dann 
'wurde die orangefarbene Liésung in Wasser gegossen, die kriimelige 
sure}  Fiillung nimmt man in Ather auf, wiischt mit verdiinnter Soda- 
lieren |  lésung und hernach mit wenig verdiinnter Salzsiiure. Nach dem 
meret | Kinengen der Atherlésung krystallisiert der diacetylierte Ester in 
el Ill} radial angeordneten Nadeln aus. Ausbeute 11 g yom Schmelz- 
rieren | — punkt 136—137°. Der Schmelzpunkt wurde durch Umkrystallisation 
diese } — aus wenig Methanol nicht erhoht. 


rom 4,102 mg Subst. (bei 120° i. V. iiber P,O,; getr.): 10,670 mg CO,, 
SO Il} ~ 3,36 mg H,O. 

Is die} ~ C,,H,,O, (488) Ber. C 71,25 H 9,09  Gef. C 70,94 H 9,17. 
und 

einer Diacetyl-apocholsiure-methylester und Perbenzoesaure. 

deres | © a) 0,5g des Esters wurden, in 2ccm Chloroform gelést, der 

1 die} Kinwirkung eines 10°/, igen Uberschusses von Perbenzoesiure 
Salz- | —(m 6 ccm Chloroform) wiihrend 40 Stunden bei 5° iiberlassen. 


lieser } | /n einer Probe war jetzt der Verbrauch von 95°/, Perbenzoesiure 


ities 








ionen | —festzustellen. Nach dem Wegdampfen des Chloroforms wurde 
ndere} | der harzige Riickstand in Ather aufgenommen, die Atherlisung 

_ mit verdiinnter Natronlauge entsiiuert. Da keine Krystallisation zu 
pmen} — erzielen war, wurde das Reaktionsprodukt durch 1/,—1 stiindiges 
lurch ‘ Kochen mit 10 ccm n/2-methylalkoholischem Kali verseift. Die 
trun} aut itbliche Weise isolierte Siure krystallisierte aus Methy]- 
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alkohol in farblosen Nadeln vom Schmelzp. 237—240° Ausbeute 
50 mg. Mischprobe mit einem Priiparat von Dioxycholadiensiiure 
(aus Apocholsiure und Brom) vom gleichen Schmelzpunkt ebenso, 

b) 1 g des Esters wurde genau wie unter a) mit Perbenzoe- 
siiure umgesetzt. Auch die Verarbeitung war die gleiche. Dagegey 
wurde unter milderen Bedingungen, mit 20 ccm 0,3 n-methyl. 
alkoholischem KOH bei etwa 80°, verseift und die Reaktion 
abgebrochen, als ein Tropfen ohne Triibung sich mit Wasser 
verdiinnen lie. Nun versetzte man die Liésung mit 150 ccm 
Wasser und erhielt beim Ansiiuern mit verdiinnter Salzsiiure 
alsbald feine farblose Nidelchen vom Schmelzp. 195—197°, nach 
Umkrystallisieren aus verdiinntem EHisessig bei 197—198° (Zers,, 
Ausbeute 0,4 g. 

4,191 mg Subst. (exsiccatortrocken): 10,390 mg CO,, 3,46 mg H,0. 
C,,H4,04, (424) Ber. C 67,87 H 9,50 Gef. C 67,61 H 9,24, 


Die neue Tetraoxy-cholansiiure gibt schwache violette Lic) er- 
mann-Reaktion. Der Versuch ist nicht wiederholt worden. 


Die Einwirkung von Ozon auf Diacetyl-apocholsture-methylester. 1 ¢ 
Substanz wurde in 40 cem Athylacetat geliést und in diese Liésung unter 
Kiihlung in Eis-Kochsalz Ozon eingeleitet. Auf Grund einer vorherigen 
Analyse kam die doppelte Menge (2 Mol) zur Anwendung. Nachdem man 
mit Pd-Kohle das entstandene Ozonid hydriert hatte, wurde die Lésung 
im Vakuum eingedampft. Der hellgelbe Sirup, der zuriickblieb, wurde in 
Ather aufgenommen, die Atherlésung 3 mal mit n/10-NaOH ausgeschiittelt; 
aus diesen Ausziigen setzte man die Siiuren wieder in Freiheit und nahm 
sie in Ather auf. Es wurden 0,65 g alkaliunlisliche und 0,25 g alkalilis- 
liche Substanz erhalten. Keine der beiden Fraktionen reagierte mit fuchsin- 
schwefliger Siiure oder mit ammoniakalischer Silberlésung. Aus _ keiner 
lieBen sich Krystalle erhalten. Die saure Substanz ist aber bemerkenswert, 
weil sie noch die Estergruppe enthilt, in Alkohol eine starke rote Farb- 
reaktion mit FeCl, gibt und deshalb als Enol aufgefa8t werden muB. Per- 
manganatliésung wird sofort entfiirbt. 


Methoxylbestimmung. 3,638 mg Subst.: 2,14 cem 0,0180 n-Na,S,0,. 
Cy9H.03 Ber. OCH, 5,9 Gef. OCH, 5,5. 
Bei Verseifungsversuchen mit wiibrigem Alkali wurden dunkel orange: 
farbene Schmieren erhalten. 
Aus dem neutralen Anteil wurde ein Semicarbazon dargestellt, das 
auch nicht krystallisierte und 10,7°/, Stickstoff enthielt. Fiir ein Disemi- 
carbazon berechnen sich 13,28 °/,. 


Uber Iso-dioxycholensaure. 
Darstellung aus Dioxy-cholensiure (H. 0). Je 4¢ 
dieser Siure wurden in drei Ansiitzen in der Mischung von 
jeweils 36 ccm Eisessig und 72 ccm konzentrierter Salzsiiure 
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\| Stunde auf der Maschine geschiittelt, worauf eine gelbe Lésung 
entstand. Nach 1 stiindigem Stehen ist die Farbe in Rot iber- 
vegangen und die Lésung beginnt sich zu triiben. Man gieBt 
nun unter kriftigem Riihren in viel Wasser, neutralisiert die 
Hauptmenge der Siuren mit fester Soda, saugt ab und erhitzt 
den Niederschlag 1 Stunde lang mit 150 ccm 5°/, iger wiBriger 
Kalilauge auf dem Wasserbad. Hernach wird die Liésung an- 
gesiiuert, der Niederschlag scharf getrocknet und 12 Stunden unter 
20 com Ather stehen gelassen. Man saugt ab, wischt mit Ather 
nach, trocknet und digeriert die verbleibenden 3,4 g mit 7 ccm 
absoluten Alkohols. Nach dem Absaugen und Waschen mit 
Ather bleiben 2,4 g¢ krystalline Substanz vom Schmelzp. 191—195°. 
Nach dem Umkrystallisieren aus Essigester und verdiinntem Alkohol 
wird der Schmelzp. 196—198° erreicht. Die Siiure ist nach 
Mischschmelzpunkt, Aussehen und Eigenschaften identisch mit 
der aus Apocholsiiure gewonnenen Iso-dioxycholensiiure. Wir 
fanden fiir diese [a], = + 6,22°, fiir jene + 6,87°. Bei der Dar- 
stellung der Isosiiure aus Apocholsiiure nach Yamasaki be- 
liefen sich unsere Ausbeuten auf 14—15°/,, wihrend aus Dioxy- 
cholensiiure in mehreren Versuchen 20°/, davon erhalten wurden. 
Bei der thermischen Zersetzung spaltet die Iso-dioxysiure 
2 Mole Wasser ab. Die zu erwartende Triensiiure lieB sich nur 
als helles destillierbares Harz erhalten. Auffallenderweise spaltet 
die Isosiure selbst bei 350° kein Methan ab. 
lso-dioxy-cholensiure aus f-Apocholsiure. Ks wurde 
genau nach der Methode von Yamasaki gearbeitet, wie sie sich 
nach unseren Erfahrungen bei der e-Siure bewiihrt hat. Aus 2¢ 
wurden, in wiederholten Versuchen, 0,45 g an roher krystalli- 
sierter Isosiure vom Schmelzp. 182—197° isoliert. Durch mehr- 
laches Umkrystallisieren aus Essigester (im Extraktor) und aus 
verdinntem Alkohol gelangte man zu einem Priparat vom 
Schmelzp. 190—194°, der sich nicht weiter erhdhen lief. 
‘@|, = + 15,24°. Die Krystallisation besteht zum _ weitaus 
gréBten Teil aus den charakteristischen derben Prismen der Iso- 
siure, darunter sieht man aber feine, zu Biischeln oder Sternchen 
vereinigte Nadeln, die zweifellos einer anderen, bisher nicht ab- 
trennbaren Siure angehéren. Die zu diesen, mehrfach wieder- 
holten Versuchen benutzte #-Apocholséure war aus dem Gemisch 
der Dioxycholadiensiure, wie es bei der Bromierung von Apo- 
cholsiure erhalten wird (Schmelzp. 238—241°), durch Hydrie- 
tung gewonnen. [a], verschiedener Priparate: +56,8°, +57,4°, 
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+55,9°, +56,5°, Da [e], fiir c-Apocholsiure = + 45,4°, fiir reine 
3-Apocholséure nach Callow sicher >-+ 73,5°, kann man den 
Gehalt an #-Siure in den von uns verwandten Priiparaten au 
30—35°/, schiitzen. 
Iso-dioxycholensaure-oxyd. 

0,5 g der Siure (Schmelzp. 196°) wurde fein gepulvert in 
15 com einer 0,27 n-Lésung von Perbenzoesiiure in Chlorofory 
eingetragen. Bei hiaufigem Schiitteln war nach einer Stunde 
Lésung eingetreten. Nach 48 Stunden waren auf Grund eine 
entnommenen Probe 24,8 ccm n/10-Perbenzoesiure verbraucht: 
ber. 25,6 ccm. Die Chloroformlésung wurde im Vakuum eii- 
gedampft, der harzige Riickstand in 25 ccm Aceton digeriert, 
von einem schwer léslichen Anteil abfiltriert und die Aceton- 
lésung zum Eindunsten aufgestellt. Ks schieden sich lingliche, 
kreuzférmig angeordnete Krystalle ab, die abgesaugt und mit 
Kissigester gewaschen wurden. Umkrystallisation aus Kssigester 
in der Extraktionshiilse ergab ein schwach gelb gefiirbtes Priiparat 
vom Schmelzp. 182—184°. 

4,334 mg Subst.: 11,190 mg CO,, 3,53 mg H,O. 
C,,H;,0, (406) Ber. C 70,93 H 9,13 Gef. C 70,42 H 9,191. 

Die Hydratation zum Glykol gelang weder mit Schwefelsiiure nocl 
mit Uberchlorsiiure. Man erhielt ein nichtkrystallisiertes Produkt, dessen 


erhéhter C-Gehalt (72,6°/,) eher auf eine Abspaltung als auf eine Anlagerung 
von Wasser hindeutete. 


Die Einwirkung von Brom auf Iso-dioxycholensdure (H.0. und K. )),, 

Die Lésung von 0,5g der Siure und 0,5 g wasserfreiem Na- 
acetat in 5 ccm reinem Methylalkohol wird in einem Kaltegemiscli 
abgekiihlt. Dazu laBt man 2,2 ccm einer unter Kiihlung frisel 
bereiteten 1,5 n-Lésung von Brom in Methylalkohol im Verlauf you 
etwa 15 Minuten zutropfen. Zu Anfang wird das Brom augen- 
blicklich verbraucht, gegen das Ende zu viel langsamer, und dann 
behalt die Lésung einen schwach gelben Ton, der aber nicht vou 
iiberschiissigem Brom herriihrt. Man gieBt nun die Liésung i 
Kiswasser}), saugt die Fillung ab und lost sie in reinem Ather. 
Die Atherlésung wird einige Male mit Sodalésung ausgezoger. 
die vereinigten Ausziige werden angesiiuert und die Siiure wird 
erneut in Ather aufgenommen. Die getrocknete, farblose Lisung 


') In der wiBrigen Lisung wurde das gesamte Brom nach Volharé 
als Br’ titriert und zwar auch in Ansiitzen, die ohne Na-acetat durch: 
gefiihrt wurden. Z. B. angewandt: 0,1913 ¢ Br, titriert: 0,1998 g. 
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wird vorsichtig auf dem Dampfbad auf 2—3 ccm eingeengt; bei 
dieser Konzentration krystallisiert die neue Diensdure aus, 0,1 g 
farbloser, rechtwinkliger Prismen vom Schmelzp. 145—150°. Durch 
Lisen in 25 cem siiurefreiem Kssigester und Konzentration dieser 
Lisung auf 3 ccm erhalt man 60 mg vom Schmelzp. 158—159°; 
nach einer weiteren Krystallisation steigt der Schmelzpunkt auf 
162—163° und laBt sich dann nicht weiter erhéhen. Die Siure 
schmilzt unter Zersetzung und intensiver Gelbfirbung. Sie ent- 
hilt 1 Mol Krystall-Essigester gebunden und der Versuch, diesen 
hei 110° im Vakuum zu entfernen, fihrt zur Zersetzung, die mit 
einer Abspaltung von Wasser verbunden ist. 

C,,H,,0, Ber. C 77,78 H 9,26 Gef. C 76,44 H 9,07. 

Wegen dieser Stérung wurde das essigesterhaltige Priiparat 
analysiert. 

4,367 mg Subst.: 11,340 mg CO,, 3,49 mg H,O. 

C,,Hs,0,*C,H,O, (476) Ber. C 170,54 H 9,11 
Gef. ,, 70,82 »» 8,94. 

Die Siiure ist in: Ather und Essigester schwer lislich; die 
Lisung in Hisessig wird schon beim Stehen, sofort beim Er- 
wirmen gelb, was mit einer Zersetzung der Substanz verbunden 
ist. Im festen Zustand ist die Saiure bis jetzt tiber 9 Monate 
haltbar gewesen. Ihre Liebermann-Reaktion ist gelb mit griiner 
Fluorescenz. Die Absorption (in Alkohol) liegt nach Messungen, 
die Dr. A. Hartmann auf Veranlassung von Doz. H. From- 
herz ausgefiihrt hat, unterhalb von 210 mu, schlieBt also das 
Vorhandensein von konjugierten Doppelbindungen aus. 

Hydrierungsversuche mit Platinoxyd haben noch kein ein- 
deutiges Ergebnis gebracht. In einem Hall konnten aus 0,2 g 
Substanz, die in Hisessig hydriert wurden, 10 mg einer in hexa- 
gonalen Blaittchen vom Schmelzp. 220—230° krystallisierenden 
Siure gefaBt werden. 

Die eindrucksvollste Eigenschaft der neuen Siure ist ihre 
Fihigkeit, mit Mineralsiiure sofort eine tiefviolette Fiirbung zu 
geben. Die Erscheinung wird durch folgenden Versuch anschau- 
lich gemacht: 

0,1 g der reinsten Siiure wurde in 2 ccm Methylalkohol ge- 
list, die Lisung wurde in 200 ccm reinsten Athers gegossen und 
aus der Mischung der Alkohol mit Wasser herausgewaschen. Dann 
schiittelte man die farblose Lisung 3mal je einige Minuten lang 
mit je 40 com eiskalter 30°/,iger Salzsiiure, die zuvor mit Ather 
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gesittigt war. Die beiden ersten Extrakte waren intensiv violet, 
der dritte nur mehr schwach gefarbt. Im Ather war keine Substan; 
mehr enthalten. Die salzsauren Lésungen wurden nochmals i 
je 200 ccm frischem Ather durchgeschiittelt und dann unter A ther 
mit Kiswasser verdiinnt, wobei die blaue Farbe verschwand. (). 
wohl unter Kiihlung und rasch gearbeitet wurde, konnte man au; 
den gelben Siiuren, die der letzte Ather aufnahm, nichts Brauch. 
bares isolieren, jedenfalls keine Spur der eingesetzten Siure. Da. 
gegen erhilt man aus ihren amorphen Umwandlungsproduktey 
wieder die violetten Salzlésungen. Durch Zinkstaub werden diese 
Lésungen sofort entfairbt, auch von schwefliger Siure. 

Der eben beschriebene Versuch wurde parallel in Stickstoi: 
atmosphire und unter Sauerstofi angestellt, ohne daB sich ein 
Unterschied weder in der Geschwindigkeit des Auftretens der 
Farbe noch in ihrer Intensitit gezeigt hitte. 

Die von Yamasaki angegebene , Hammarsten- Reaktion* 
seiner Isodioxycholensiiure mit Brom in Eisessig ist offensichtlich 
durch das Zusammentreffen der entstehenden ,,Diensiure“ mit 
HBr bedingt, und viele andere Farbreaktionen mit Brom gehen 
sicherlich auf dieselbe, leider noch unbekannte Grundreaktion 
zuriick. 

Wir sind der uns schon seit langem bekannten T'atsache, dai 
manche Gallensiiuren in wiBriger Salzsiiure léslich sind, nach- 
gegangen und haben festgestellt, daB auch Apocholsiiure, Dioxy- 
cholensiiure, Isodioxycholensiiure unter den bei der ,,Diensiiure* 
oben angewandten Bedingungen vollstiindig aus dem Ather in die 
30°/,ige Salzsiure gehen, allerdings ohne Farbe. Demnach wird 
man die Bildung des halochromen Salzes der neuen Siure nicht 
auf deren besondere Affinitiit zur Mineralsiure, sondern als Effekt 
einer sekundiren Umwandlung aufzufassen haben. 

Die Lislichkeit der Gallensiiuren in wiBrigen Mineralsiuren 
erscheint bedingt durch die basische Natur des Hydroxylsauerstofis. 
Denn Cholansiiure verhilt sich durchaus passiv und Lithochol- 
siiure (3-Mono-oxycholansiure) wird unter den oben wiedergegebenen 
Bedingungen von 30°/, iger Salzsiiure nur zu 10°/, aus dem Ather 
herausgeholt. 


Die hier nicht zum AbschluB gebrachten Fragen werden 
weiter bearbeitet. Diese Mitteilung erfolgt, weil Friulein Dr. Dietz 
und Herr Dr. Ottawa die Untersuchung nicht fortsetzen konnten. 
Herrn Dr. O. Dorrer danke ich fiir wertvolle Mithilfe. H. W. 
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Uber die hochungesattigten Fettsiuren 
der Glycerinphosphatide verschiedener Organe. 


[13. Mitteilung itiber Phosphatide’).] 


Von 


E. Klenk und J. Dittmer. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. September 1936.) 


Nach Beobachtungen von R. H. Snider und W. Rh. Bloor?) 
sowie von W. ©. Ault und J. B. Brown’), die sich auf die Phos- 
phatide der Leber bzw. der Nebennieren beziehen, scheinen die 
hochungesiittigten C,,...-Siiuren im Gegensatz zu den hoch- 

+33 bd Y Yes hin . m m . ° ’ n 
ungesittigten C,,...-Séuren nicht regelmaBig in den Organ 


_phosphatiden vorzukommen. Dies steht in einem gewissen Wider- 


spruch zu den im hiesigen Laboratorium gemachten Erfahrungen. 
In keinem der darauf untersuchten Glycerinphosphatidpraparate 
haben wir sie vermiBt. Die abweichenden Ergebnisse haben uns 
zu einer weiteren Bearbeitung der Frage veranlaBt. 

Nachdem die von KE. Klenk und O. v. Schénebeck‘) in 
hezug auf die Leberphosphatide gemachten Feststellungen durch 
Untersuchungen von EK. Irving und J. A. B. Smith®) bestatigt 


worden sind, diirfte eine Stellungnahme zu den Bemerkungen von 


Snider und Bloor sich eribrigen. Was die eigenen Beob- 
achtungen betrifit, so fand sich die geringste Menge C,, ...- Saéuren 
in den Phosphatiden des Herzmuskels [K. Klenk und F. Ditt®)]. 
Wihrend die ungesittigten C,,...-Sauren 14°/, der fliissigen 
Fettsiiuren ausmachten, betrug der fiir die C,,...-Siuren ge- 
lundene Wert nur 1°/,. Es wurde aber seinerzeit dazu bemerkt, 
da8 der letzte Wert wahrscheinlich zu niedrig ist, da hier bei der 
lraktionierten Destillation der Gesamtmenge der ungesiittigten 
Fettsiuren wegen des stark ungesittigten Charakters und des 
hohen Siedepunkts wahrscheinlich bedeutende Verluste durch 


') 12. Mitteilung: Diese Z. 235, 24 (1935). 
*) J. of Biol. Chem. 99, 555 (1932/33). 

’) J. of Biol. Chem. 107, 607 (1934). 4) Diese Z. 209, 112 (1932). 
*) Biochemie. J. 29, 1358 (1935). 6) Diese Z. 226, 213 (1934). 
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Polymerisation eintreten. Um die Gruppe der C,, .. .-Siurey 
volistiindiger zu erfassen, sind wir deshalb jetzt wieder so wie 
friiher vorgegangen und haben zuniichst mit der Lithiumsal;- 
Aceton-Methode die Fraktion der hochungesittigten Fettsiurey 
dargestellt, diese hydriert und erst nach der Hydrierung das 
Estergemisch der fraktionierten Destillation unterworfen. 

In entsprechender Weise wurden auch noch die Glycerin. 
phosphatide der Milz und der Nebennieren untersucht. In den 
Nebennierenphosphatiden haben Ault und Brown nur die hoch. 
kegel? C,)----Sauren (Arachidonsiure C,,H,,O,) angetrofien, 
Die C,, ...-Séuren sollen nicht oder doch nur spurenweise vor- 
besiien sein. Uber die Phosphatide der Milz lagen bis jetzt nocl 
keinerlei Angaben vor. 


Herzmuskel vom Rinde. 


Die Darstellung der Glycerinphosphatide, die Spaltung derselben uni 
die Gewinnung der hochungesittigten Fettsiiuren erfolgte nach E. Klenk 
und O. vy. Schénebeck*). Aus 7,5kg der frischen Organe wurden 101,5¢ 
Glycerinphosphatide und daraus wieder 49,0 g Gesamtfettsiuren und schlieb. 
lich 9,0 g hochungesiattigte Fettsiuren erhalten. Zur Entfernung gewisser 
Beimengungen, die bei der Hydrierung den Katalysator vergiften, wurde 
das Siuregemisch durch Kochen mit methylalkoholischer Schwefelsiiure 
verestert und die Methylester ohne zu fraktionieren in einem Claisenkolhen 
méglichst rasch destilliert. Menge des Destillats: 8,3 g.  Jodzahl 230 
(31,7 mg Subst.: 5,75 cem n/10-Bromlésung). 

Die Ester wurden nun hydriert und in dem vor kurzem beschriebenen 
— (E. Klenk’)] fraktioniert destilliert: 





















" Methylester Freie Siuren 
aus Aceton — 
Menve |Schmelzy.|Schmelzp.|Aquiv.- umkrystallisiert . Aquiv. 
Menge Schmelzp.|Schmelzp.|Aquiv. Schmelzp. Cow 
in g _ in * Gew. Se hmelzp. gs . in -_ 
| in? Gew. 

1 | 0,86) 25 61,5 282 | C,.H3,0: 
2 0,88 34,5 62 290 69,2 | 284,3 
3 0,89 37 64 295 
4 | 0,92 38 65,5 300 | 
» | 0,93 40 67,5 304 CMe, 
6 | 0,90; 43 72 312 73,5 314 |74,8—75,1| 312.4 
7 0,57 44 72 316 72 317 
s | 0,48 44,5 70,5 322 | 70,5—71 |) 320 C,.H,,0. 
9*\] 0,60 unscharf 71 334 72,5 332 80-—80,5) 340,4 


*) Erhalten durch nachfolgende Destillation des in der Apparatur ver: 


bliebenen Riickstands im Claisenkolben. 
‘) Diese Z. 242, 250 (1936). 
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Einwage, mg Substanz. 





























311 | 28,6 | 30,9 | 33,5 | 33,7 | 380 | 30,3 | 29,2 | 29,7 
(30,2) (44,5) (32,5) (35,9) 
Verbrauch, cem n/10-alkoholische Kalilauge. 
1.102 | 0,987 | 1,049 | 1,117 | 1,109 | 1,218 | 0,960 | 0,907 | 0,889 
(0,960) | (1,420) | (1,017) | (1,11) 
Menge der Methylester in g. 
Summe 
I 21 8 4 5 6 7 . 9 |——- 
in g | in %/, 
——$_—_—— — ¥ — = : 
C,, | 0,07 { 0,07 1 
C,, | 0,79 | 0,71 | 0,55 | 0,41 | 0,28 2,74 | 39 
C., 0,17 | 0,34 | 0,51 | 0,65 | 0,90 | 0,50 | 0,32 | 0,14 | 3,53 50 
Cis 0,07 | 0,16 | 0,46 | 0,69 | 10 
































Aus Fr. 6 erhielt man durch 4maliges Umkrystallisieren aus Methyl- 
alkohol einen Ester vom Schmelzp. 45—45,5°. Verseifung fiihrte zu prak- 
tisch reiner Eicosansiiure. Schmelzp. 74,5°. 

83,1 mg Subst.: 2,659 cem n/10-alkoholische Lauge. 

Gef. 312. 

In entsprechender Weise wurde aus Fr. 9 eine allerdings noch keines- 
wegs reine Behensiure erhalten. Schmelzpunkt des Methylesters: 49°. 
Schmelzpunkt der freien Siiure 75,5°. 


Aquiv.-Gew. 


24,8 mg Subst.: 0,731 cem n/10-alkoholische Lauge. 
Gef. 339. 

Ein Produkt von héherem Reinheitsgrad erhielten wir dagegen aus- 
gehend von einer bei der friiheren Untersuchung*®) aus einer wesentlich 
gréBeren Menge von Glycerinphosphatiden gewonnenen Esterfraktion. Die 
damals bei der fraktionierten Destillation der fliissigen Fettsiuren erhaltene 
Fr, 12 (Jodzahl 220) wurde hydriert und in unserem Apparat nochmals 
fraktioniert destilliert. Der zuletzt iibergehende Anteil (0,84 g) schmolz 
nach 4maligem Umkrystallisieren aus Methylalkohol bei 51—-51,5°, die aus 
dem Methylester in Freiheit gesetzte und aus Aceton umkrystallisierte Siure 
bei 79—80° Eine Mischprobe mit reiner Behensiiure zeigte keine Schmelz- 
punktsdepression. 


47,1 mg Subst.: 1,418 ecm n/10-alkoholische Lauge. 
Gef. 340. 


Aquiv.-Gew. 


Aquiv.-Gew. 


Rindermilz. 
Die Aufarbeitung von 5,5 kg des frischen Organs fiihrte zu 83,0 ¢ 


Glycerinphosphatiden (Menge des véllig phosphorfrei gemachten Neutral- 
fetts 15,0 g), 31,9 g Gesamtfettsiiuren und 8,4 g hochungesittigten Fettsiiuren. 
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Die Menge der durch Vakuumédestillation gereinigten Methylester betmy 
nur noch 5,2 g. Jodzahl 251 (24,4 mg Subst.: 4,82 cem n/10-Bromlésung, 
Nach der Hydrierung wurden die Methylester wiederum wie oben frak 
tioniert destilliert: 


























Methylester Freie Siuren 
a ; ae aus Aceton 
Menge | Schmelzp.| Schmelzp., Aquiv.- umkryvstallisiert 
in g in ° in ° Gew. : i ore 
Schmelzp. | Aquiv.-Gew, 
— — Lemus mai TS ED — Se _ — —— — 
| 044 | 36 61 295 | 66 301 
2 041 | 38 63,5 302 67 305 
3 0,51 | 40,5 68 305 70 308 
4 0,71 | 41 69,5 307 71,5—72 310 
5 0,74 | 4é 70 311 70,5--71 313 
6 0,95 | 45 69 315 69,5 321 
7*) | 0,62 | 46 72 328 74 328 
1 | 2 | 3 | { | 5 | 6 | 7 
Einwage, mg Substanz. 
29,9 41,2 41,8 38,8 45,4 44,5 32,5 
(46,5) (40,0) (31,0) (40,4) (40,5) (46,6) (31,8) 





Verbrauch, ccm n/10-alkoholische Kalilauge. 





1,015 1,366 1,37 1,265 1,459 1,415 | = 1,005 
(1,542) (1,311) (1,005) (1,297) (1,293) (1,451) (0,969 
Menge der Methylester in g. 

Summe 

1 2 3 4 5 6 7 — 
ing | in”, 
C,. | 0,27 | 0,15 | 0,13 | 0,14 0,69 | 16 
Coy | 0,17 | 0,26 | 0,88 | 0,57 | 0,74 | 0,88 | 0,38 | 3,38 | 77 
5 0,07 | 024 | 031 | 7 


























oo 


Die Methylester von Fr. 4 bzw. 7 zeigten nach 4maligem Umkrystalli- 
sieren aus Methylalkohol den Schmelzp. 44 bzw. 50°. Die Verseifung fiihrte 
zu annihernd reiner Eicosan- bzw. Behensiiure vom Schmelzp. 73,5 bzw. 78°. 


Orr 


49,2 bzw. 43,1 mg Subst.: 1,579 bzw. 1,275 cem n/10-alkoholische Lauge. 
Aquiv.-Gew. Gef. 312 bzw. 338. 


Mischproben mit reiner Eicosan- bzw. Behensiiure zeigten keine 
Schmelzpunktsdepression. 


*) Vgl. Anmerkung *) auf S. 204. 
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Nebennieren. 


Das Phosphatidpriiparat wurde uns freundlicherweise von der I. G. 
Farbenindustrie zur Verfiigung gestellt. Es handelte sich um den Alkohol- 
\ther-Extrakt der Organe. Das Priiparat wurde von uns wieder in Ather 
velist, die Lésung stark eingeengt und die Phosphatide alsdann mit Aceton 
vefillt, Aus 40 g Phosphatid wurden 14,0 g Gesamtfettsiuren und 3,8 g 
hochungesiittigte Fettsiiuren erhalten. Menge der durch Vakuumdestillation 
gereinigten Methylester 3,0 g. Jodzahl 212 (53,1 mg Subst.: 8,85 cem n/10- 





















































Bromlésung). Sie wurden hydriert und wie oben fraktioniert destilliert: 
Methylester Freie Siiuren 
aus Aceton 

Menge Schmelzp.|Schmelzp. Aquiv.- unkrystallisiert 
in g in ° in ° Grew. Schmelzp.| Aquiv.- 

in ° Gew. 

0,55 36 62,5 300 65,5 304 

2 0,65 40,5 69 307 70 309 

3 0,58 | 43 72 315 73 312 

4 0,36 | 43,5 71 316 71 319 

5 0,23 43,5 69 323 70 | 322 

6*) 0,27 unscharf 70 333 71,5 | 330 

i 2 3 4 D 6 

Kinwage, mg Substanz. 

56,4 44,5 37,9 39,7 32,4 31,6 

3,8) (43,1) (41,7) (41,7) (43,7) (31,7) 
Verbrauch, cem n/10-alkoholische Kalilauge. 

1,882 1,451 1,205 1,257 1,003 0,950 

(1,475) (1,397) (1,335) (1,308) (1,362) (0,961) 
Menge der Methylester in g. 
Summe 
1 2 3 + D 6 

ts /0 
Cis 0,24 0,12 0,36 14 
U2, 0,31 0,53 0,58 0,31 0,14 0,07 1,94 73 
Us 0,05 | 0,09 | 0,20 | 0,34 13 























Da nur verhiltnismibig wenig Material zur Verfiigung stand, konnte 
hier eine einigermaBen einheitliche Behensiiure nicht herausfraktioniert 
werden. Nach dem obigen Fraktionierergebnis kann aber ihr Vorhandensein 
nicht bezweifelt werden. 


) Vgl. Anmerkung *) auf S. 204. 
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Ergebnis. 


Hochungesattigte C,, ...-Séuren wurden neben den C, 
Siiuren in den Glycerinphosphatiden des Herzmuskels, der Mil: 
und der Nebennieren nachgewiesen. Ihre Menge ist in alley 
drei Fiillen betrachtlich geringer als die der C,, . . .-Siuren, 

Man hat also guten Grund, anzunehmen, daf die Glycerin. 
phosphatide aller Organe regelmibig die C,,...- und ©,,.... 
Siiuren nebeneinander enthalten. Jedenfalls ist noch in keiney 
einzigen Fall der einwandfreie Beweis fiir das alleinige Vor. 
kommen von nur einer der beiden Siiuregruppen erbracht worden, 
Die Verhiltnisse liegen Ahnlich wie bei den Triglyceriden der 
Fische und anderer Kaltbliiter, wo, wie aus einem umfangreichen 
'l'atsachenmaterial hervorgeht, ebenfalls das gleichzeitige Vor. 
kommen von beiden Fettsiituregruppen nebeneinander als feste 
Regel gelten kann. 


Die Untersuchung wurde durchgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft, die dem einen von uns (J. Dittmer) ein 
Forschungsstipendium gewihrte. 


Berichtigung. 
Die in Bd. 243, 8.57 erschienene Arbeit von Giri ,,Uber Frauenmilch 
Phosphatase“ ist in das Verzeichnis der Autorennamen filschlicherweist 
nicht unter G, sondern unter K mit dem Vornamen Kramadhati aut 


genommen worden. 
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tiber eine zweite Form des Maul- und Klauenseuche-Virus. 
Von 
Gottfried Pyl. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus den Staatl. Forschungsanstalten Insel Riems bei Greifswald.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. August 1936.) 


Bei der Aufstellung der Haltbarkeits-p,-Kurve*?) fiir das 
Virus der M.K.S.*) ist ein Maximum bei p,, 3 und ein Optimum 
bei p, 7,4—7,6 festgestellt worden; in dem dazwischen legenden 
schwach sauren Gebiet tritt sehr schnell Inaktivitit ein. Inter- 


_essanterweise ist es nun nicht médglich, die haltbaren sauren 


Lésungen von p,, 3 ohne Verlust der Infektiositét wieder auf die 
schwach alkalische Reaktion von p,, 7,6 einzustellen. Das Virus 
verliert also gegen Erwarten seine Wirksamkeit, wenn man es 
aus einem Milieu, in dem es relativ bestindig ist, unter seine 
optimalen Haltbarkeitsbedingungen zu bringen versucht. Diese 
Beobachtungen sind neuerdings von Galloway und von Elford 
bestitigt worden). 

Unsere zur Erklirung dieser Erscheinungen unternommenen 
Versuche fiihrten zu der Auffassung, daB das Virus in neutraler 
Lisung an einen kolloidalen Traiger gebunden ist und diesen 
beim Ansiiuern wechselt. Im Haltbarkeitsminimum sollte der 
Krreger ohne Triger vorliegen, der fiir seine Stabilitiit als aus- 
schlaggebend angesehen wurde. Der Verlust der Infektiositit 
beim Neutralisieren wire demnach durch den 2 maligen Triiger- 
wechsel, bzw. das 2 malige Durchlaufen des Haltbarkeitsminimums 
bedingt. Hierfiir sprach unter anderem, da der Titer einer 
neutralen Lymphe durch das Ansiiuern auf den. etwa 1000. Teil 
herabgesetzt wird, dann aber langere Zeit konstant bleibt. 

Da das zu diesen Versuchen verwendete infektiése Material 
aber hichstens in einer Verdiinnung von 1:1000000 wirksam ist, 


*) Weiterhin wird die Abkiirzung M.K.S. fiir Maul- und Klauen- 
seuche verwendet. 
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schien es durchaus erklirlich, daB nach dem 2 maligen Passierey 
des fir die Haltbarkeit ungiinstigen Bereichs die Wirksamkeit 
vollig aufgehoben war. 


Gelegentlich einer Untersuchung von auf diesem Wege un. 
wirksam gemachtem Virus zu Immunisierungszwecken wurde zun 
Vergleich auch durch Alkali abgetétetes Material herangezozen, 
Da der Erreger hiergegen sehr empfindlich ist und wir eine 
vollige Zerstérung des vermuteten kolloidalen Trigers vermeidey 
wollten, priiften wir zunichst, welche Natronlaugemengen zu 
sofortigen Inaktivierung nétig waren. Um dies festzustellen, 
lésten wir infektiésen Blaseninhalt in Phosphatpuffer p,, 7,6, 
setzten steigende Mengen Natronlauge hinzu und _ neutralisierten 
sofort. Hierbei zeigte sich nun folgendes: War durch die Alkali- 
zugabe ein p, von 11,1—11,2 erreicht worden, so war die durch 
Verimpfen von Verdiinnungen ermittelte Infektiositait einer un. 
behandelten Kontrolle gegeniiber praktisch unverindert; von p,, 11,3 
bis 11,4 ab sank sie auf den ungefihr 50. Teil und von p,, 11) 
ab war die neutralisierte Lisung regelmaBig voéllig unwirksan, 
Im Gegensatz hierzu blieben aber Proben derselben Lymphe selbst 
bei p,, 12 hiufig noch 1 Stunde wirksam. 

Hier lagen also dieselben Verhiltnisse vor, die wir im sauren 
Gebiet beobachtet hatten: Das Virus wird nach dem Uberschreiten 
einer bestimmten Sidure- bzw. Alkalistufe durch nachfolgendes 
Neutralisieren abgetétet, waihrend es ohne Neutralisieren in det 
sauren bzw. alkalischen Liésungen seine Infektiositit behilt. 


War unsere friiher gegebene Erklarung fiir das Verhalten 
des Virus in den sauren Loésungen richtig, so muBte auch m 
alkalischen Gebiet ein Haltbarkeits-Maximum vorhanden sein. Zi 
diesem Zweck angestellte Versuche lieBen ein solches tatsichlicl 
erkennen, wenn auch in wenig deutlich ausgeprigter Form. 


In der Tab. I ist ein derartiger Haltbarkeitsversuch wiedergegeben, 
der zwischen py 11,18 und 11,92 an 9 verschiedenen Punkten ausgefiihrt 
wurde. Die Verdiinnung des infektiésen Blaseninhalts, der 24 Stunden naci 
der Infektion gewonnen worden war, betrug in jeder Probe 1:40, die Aut 
bewahrung geschah bei 0°. Die py-Messung wurde nach SchluB des Ver 
suchs in strémendem Wasserstoff vorgenommen und die Infektiositiit wie 
immer auf der skarifizierten Planta des Meerschweinchens gepriift. In der 
Tabelle bedeutet: 


++ beide Meerschweinchen erkrankten. 
+-— ein Meerschweinchen erkrankt und eins nicht. 
—— keins der beiden Meergchweinchen erkrankte. 
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Tabelle I. 








Gepriift pa- Werte 
nach i ot? : — atonal 
Stunden 11,18 | 25 | 481 42 | ,51 | ,64 73 82 92 
| 
| 








Vl, ee ee 
1 te) tel) tet tt] tt Ft) ++) +-— | +4 
i*/, a ie ce eee 
2 tel tel tej) eel ame tt et tt + 
2", ++) te | ee | ee] Km te] ltt] KK | CK 
; tej tt) —--!}]-- | --— +-) +- | --)} -- 





Kine mehrfache Wiederholung dieses Versuchs ergab stets 
‘ihnliche Resultate*), 

Das Haltbarkeitsmaximum liegt als Mittel aus allen Ver- 
suchen bei p,, 11,7, wihrend bei p,, 11,5 die Haltbarkeit geringer 
ist. Wir fanden also unsere Auffassung im alkalischen Gebiet 
bestitigt. Kine Viruslésung verlor demnach beim Neutralisieren 
ihre Infektiositat, wenn ihr p,, durch Alkalizugabe héher als 11,6 
gewesen war, weil sie dann ein Haltbarkeitsminimum 2 mal durch- 
schreiten muBte. 

Im weiteren Verlauf unserer Untersuchungen machten wir 
dann aber eine Beobachtung, die dieses Verhalten des Virus in viel 
einfacherer Weise zu erkliren gestattete. Wihrend man nimlich 
von der sauren oder alkalischen Seite her die urspriingliche 
Reaktion des Blaseninhalts (p,, 7,6) nicht mehr ohne Verlust der 
Infektiositét einstellen kann, bleibt diese erhalten, wenn man die 


‘sauren Lisungen stark alkalisch macht und umgekehrt. Zwischen 


den Haltbarkeitsgebieten im Sauren (p, 3) und im Alkalischen 
(p,, 11,7) besteht also eine reversible Verbindung. 


neutral 
i tr * 
oe / % % 
Fé \ 
Pe ie, 
a ~% 

id ‘\ 

WA al BA * 
-.# ~~ 
KY \ af 

sauer < a EES > alkalisch 
Fig. 1. 


*) Wir haben alle Versuche 6 mal, einige auch bedeutend hiiufiger 
wiederholt. Da nur die Wiedergabe aller Versuche ausreichen wiirde, um 
Bich selber bei den bei Tierversuchen stets auftretenden Unregelmibigkeiten 
ein Urteil zu bilden, haben wir aus Griinden der Platzersparnis keine 
Weiteren Protokolle in diese Arbeit eingefiigt. 


15* 
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In der Fig. I ist das Verhalten des Virus schematisch day. 
gestellt. Die ausgezogenen Pfeile geben die Richtungen an, jy 
denen ein p,-W echsel_ unter Erhaltung der Infektiositat méglich 
ist, wihrend in Richtung der punktierten Inaktivierung eintrit, 

Die friiher gegebene Erklirung konnte also nicht idly Sein, 


denn von p,, 7,6 nach 3 und von dort nach 11,7 werden ja soga f 


3 Minima durchlaufen und trotzdem bleiben die Lésungen wirk. 
sam. LEKinschrinkend ist allerdings zu bemerken, daB nach der. 
artigen Operationen die Proben nur in etwa 80°/, der Filk 
infektiés waren; man geht wohl nicht fehl, wenn man hierfiir die 
Inkonstanz des vom Tier gewonnenen Ausgangsmaterials verant. 
wortlich macht. 

Bei folgender Uberlegung wird nun das Verhalten des Virus 
leicht verstindlich: Fiir alle Untersuchungen wird Inhalt ax 
Primiirblasen verwandt, dessen p,, ungefihr 7,6 ist. Von hie 
fiihrt ein Weg zu den wirksamen sauren und alkalischen Li. 


sungen. Wihrend aber zwischen diesen beiden eine Verbindunf 


moglich ist, liBt sich die urspriingliche Reaktion der Lymple 
von p,, 7,6 nicht mehr unter Erhaltung der Infektiositat ein. 
stellen. Es bestehen also zwei p,,-Gebiete, in denen das Virus vev- 
schieden geartet ist, denn zwischen divein ist ein Ubergang nw 
in einer Richtung méglich: Eins bei neutraler und eins bei saure 
und alkalischer Reaktion. Die Méglichkeit, daB es sich wn 
Wirksamkeits-Gebiete zweier im infektiédsen Material vor 
handener Komponenten handelt, ist bereits friiher experimentel 
ausgeschlossen worden (a. a. O. 2, 8S. 225). In den sauren uni 
alkalischen Lisungen muB also ein Umwandlungsprodukt de 
Virus vorhanden sein; da dieses keine Anderung der spezifisch 
krankmachenden Wirkung gegeniiber dem Ausgangsmaterial zeig.. 
bedeutet dies, daB das Virus der M.K.S. in zwei verschiedenel 


infektidsen Formen auftreten kann. 
i. 


Die Haltbarkeits-p,-Kurve des Virus muB demnach in ti 


Kinzelkurven beider Formen aufgelést werden. Welcher ‘Te 
einer jeden zukommt, geht aus den folgenden experimentelle 
Ergebnissen hervor: Von p,, 7,6 ausgehend kann die Reaktio 
bis p,, 6,5 und nach der anderen Seite bis 11,4 veriindert werdet 
ohne daB sich bei nachfolgender Neutralisation die Infektiésiti' 
wesentlich geiindert hat. (Nihert man sich dabei der Stabilitits 
erenze allerdings zu weit, so hat auch der kurze Aufenthalt 1 
dem ungiinstigen Milieu schon eine merkbare Abschwichung 2 
Folge.) Dieser Teil der Kurve kommt also dem urspriingliche! 
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' Virus zu. Wird die Reaktion aber iiber diesen Bereich hinaus 


'yerschoben, so bleiben die Lésungen zwar auch wirksam, ein 
Diy -W echsel ist jetzt aber nur noch im sauren und stiabincdias 
'Gebiet und zwischen diesen beiden méglich. Dies sind also die 
-Stabilitiitsbereiche der zweiten Form don: Virus. Daraus, dab beim 
Neutralisieren der sauren und der alkalischen Lésungen die In- 
 fektidsitit verloren geht, ergibt sich ferner, daB hierbei die ur- 
spriingliche Form nicht zuriickgebildet wird und dab die zweite 
bei neutraler Reaktion nicht stabil ist. 

Beide Formen des Virus unterscheiden sich also erstens 
durch ihre Haltbarkeit in Abhingigkeit vom p,, und auch dadurch, 
daB die Uberfiihrung inein: wade nur in einer Richtung moglich 
ist. Der bequemeren Bezeichnung halber schlagen wir fiir das 
Ausgangsvirus die Bezeichnung n-Form (nativ) und fiir die daraus 
durch Alkali oder Siure entstehende: x-Form vor. 

Mit der henson beider Formen ist jetzt auch der sogenannte 
.Realkalisierungseffekt* ohne weiteres verstiindlich. Die In- 


_ aktivierung des Erregers beruht hier darauf, da man durch Siure 


die x-Form bildet und diese dann unter Bedingungen bringt, die 
die n-Form zwar optimal sind, fiir die x-Form aber ein 


| 


if 
| 
| 
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Haltharkeits -ph-Kurven der beiden 
formen des M.KS. Virus 


‘Haltbarkeitsminimum darstellen. In der Fig. 2 sind die Halt- 
barkeits-p,, -Kurven beider Formen nebeneinander aufgezeichnet, 


“wobei die ausgezogenen Linien fiir die n- und die gestrichelten 
ofir die x-Form gelten. 

Ks ist wenig wahrscheinlich, daB die Bildung der x-Form 
‘erst vom Haltbarkeitsminimum bei py, 6 und 11,5 ‘ab sprunghaft 
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eintritt, sondern die n-Form wird schon umgewandelt werden, 
sobald das p, fir deren Haltbarkeit nicht mehr optimal ist. [, 
das gebildete x-Virus aber noch nicht bestindig ist, laBt sich ny 
eine Abnahme der Haltbarkeit beobachten. Die Kurve des 
n-Virus gibt also die reziproken Werte fiir seine Umwandlungs. 
geschwindigkeit in die x-Form an, die demnach als das Zwischen. 
glied bei der Zerstérung des natiirlichen Virus durch Wasserstoff- 
und Hydroxyl-Ionen anzusehen ist. 


Wir haben dann noch untersucht, ob alles Virus oder nu 
ein Teil in die x-Form iibergeht. Fiir diese letzte Méglichkeit 
schien zu sprechen, daB die sauren Loésungen nur den 1000. Teil 
der Infektiositat aufwiesen, den die Lymphe bei neutraler Reaktion 
gehabt hatte. Mit etwas verinderter Technik haben wir dies 
auch bei den alkalischen Liésungen nachgepriift. Da die Halt. 
barkeit der x-Form nur gering ist, missen die Impfungen zur 
Feststellung der Teilchenzahl méglichst schnell vorgenommen 
werden. Wir skarifizierten deshalb zunichst alle zur Priifung 
erforderlichen Meerschweinchen, stellten dann erst die Lésungen 
und Verdiinnungen her und verimpften diese sofort. Bei dieser 
beschleunigten Arbeitsweise zeigten die alkalischen Proben hiiutig 
eine nur wenig verminderte Infektiositat gegeniiber dem Ausgangs- 
material, waihrend der Titer der sauren auch hier stets auf den 
1000. Teil vermindert war. Sieht man von der Méglichkeit ab, 
daB das Alkali eine Vermehrung der Teilchen durch Aufspaltung 
von Aggregaten bewirkt haben kénnte, so bedeutet der Versuch, 
daB die Teilchenzahl in neutraler und alkalischer Lésung die 
sleiche ist, die x-Form also quantitativ entsteht. Im sauren Ge- 
biet wird man wohl eine Aggregation annehmen miissen, wie sie 
unter diesen Bedingungen bei Eiweibstoffen hiutig beobachtet ist’. 
Die hohe Infektiositit der alkalischen Lésungen kénnte man 
sich auch noch dadurch bedingt denken, daB das Alkali der Putier 
die Haut des Versuchstiers angreift und so das Angehen der 
Infektion erleichtert. Wir haben deshalb eine Lymphe 1 
3 Parallelreihen in folgender Weise austitriert: Alle Tiere wurden 
skarifiziert und der einen Reihe n/10-Natronlauge, der zweiten 
n/10-Salzsiiure und der dritten neutraler Phosphatpuffer in die 
Impfstriche eingerieben. Das Aufbringen der Verdiinnungen des 
infektiédsen Materials erfolgte dann nach einiger Zeit, doch zeigte 
sich kein Unterschied in der Lage der hécbhsten noch wirksamen 
Verdiinnung. 
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Wie bereits erwahnt wurde, sind die spezitisch krankmachenden 
Eigenschaften beider Formen die gleichen. Dies spricht dafiir, 
daB es sich bei der Umwandlung nicht um eine Verinderung des 
Erregers selbst, sondern um die eines seine Haltbarkeit beein- 
flussenden Begleitstoffs handelt. Es ist namlich durch Elektro- 
phorese- und Flockungsversuche bewiesen, daB das Virus an ein 
unspezifisches Globulin gebunden ist. Will man aber fiir die 
Bildung der x-Form eine Verianderung dieses Trigers verant- 
wortlich machen, so miiBte alles Virus in dieser Form vorliegen, 
weil es durch Alkali restlos in die zweite Form iibergefiihrt wird. 

Wir wissen von den Fermenten, daB deren elektrische Eigen- 
schaften durch ibren kolloidalen Trager bedingt sind. Bei seinen 
Untersuchungen iiber die Wanderung des M.K.S.-Virus im elek- 
trischen Felde fand nun Kébe*), daB an der Anode schon nach 
kurzer Zeit eine geringe Menge Virus nachzuweisen ist, die sich 
aber bei beliebiger Verlangerung des Versuchs nicht weiter ver- 
mehrt. Demnach ist nur ein kleiner Teil der gesamten Virus- 
menge an den seine Wanderung bedingenden Stoff gebunden. 
Dieselben Beobachtungen hat iibrigens Herzberg*) auch am 
Pocken-Virus gemacht. Wir haben auch noch Lésungen beim 
Flockungs-Optimum des Erregers, das mit dem isoelektrischen 
Punkt zusammenfallt, zentrifugiert. Obwohl sich dabei eine be- 
trachtliche Menge Bodensatz abschied und die iiberstehende 
Fliissigkeit vélhg klar wurde, zeigte diese doch keinen Unterschied 
in ihrer Infektiositat gegeniiber einer nicht zentrifugierten Kon- 
trolle, ein Beweis, daB an den Triger nur geringe Virusmengen 
gebunden sein kénnen. 

Weil also erstens das n-Virus durch Alkali quantitativ in 
die x-Form iibergeht und zweitens nur wenig Virus an den seine 
elektrischen Eigenschaften bedingenden Eiweifstoff gebunden ist, 
muBb man annehmen, daB die Bildung der x-Form nicht auf einer 
Veranderung des Tragers, sondern auf einer Umwandlung des 
Virus selbst beruht. 

Wenn das beschriebene Verhalten gegen p,,-Wechsel wirklich 
dem Erreger selber zukommt, so muBte sich jedes infektidse 
M.K.S.-Material gleich verhalten. Als ergiebigste Virusquelle steht 
uns die Lymphe aus Primarblasen zur Verfiigung, die 24 Stunden 
nach der Infektion ihre héchste Virulenz hat. Als nichste folgt 
das Blasengewebe (Aphthendecken) und weiter das Blut, bzw. 
Serum vor der Generalisation. Die bisher beschriebenen Versuche 
waren sdmtlich mit Lymphe ausgefiihrt worden. Wahrend man 
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nun mit zellfrei zentrifugierten Anreibungen aus Aphthendeckey 
dieselben Ergebnisse erhilt, gelingt dies mit infektidsem Serum fast 
nie, doch ist dies offenbar nur eine Frage der Viruskonzentration, 
Wihrend die Aphthendeckenanreibungen nimlich durchschnittlich 
einen Titer von 1:100000 zeigen, ist das Serum nur in dep 
seltensten Fallen 1:1000 infektiéds. Da nun schon das Ansiiuern 
den Titer auf den 1000. Teil herabsetzt, ist es nicht verwunder. 
lich, daB sich das Serum nach diesem Eingriff nur noch sehr 
selten wirksam zeigt. Man ist also nicht berechtigt, das Virus in 
dieser Form zu den beiden anderen in Gegensatz zu stellen. 


Wir haben schon vor einiger Zeit berichtet, daB sich das 
Virus der Stomatitis vesicularis”) gegen p,,-Wechsel usw. villig 
anders verhalt. Dies war besonders aus dem Grunde interessant, 
weil beide Virusarten ein zum Verwechseln dhnliches Krankheits- 
bild ergeben. Bei diesem zweiten untersuchten Virus findet man 
aber ein ziemlich breites Optimum und Lésungen, die auBerhall 
dieses Bereichs gebracht sind und sofort wieder neutralisiert 
werden, lassen eine nur ganz geringfiigige Verminderung der In- 
fektiositit erkennen. Die dagegen sprechenden Versuchsergeb- 
nisse von Galloway und Elford®) sind darauf zuriickzufiihren, 
daB die Autoren die sauren Lésungen nicht sofort nach ihrer 
Herstellung neutralisierten, sondern das Virus mehrere Minuten 
in dem ungiinstigen Milieu belieBen. 


Wir haben auch noch zwei andere Virusarten untersucht, 
Pocken und Hiihnerpest. Beide Erreger ihneln dem Stomatitis- 
Virus in ihrem Verhalten gegen Einfliisse der Wasserstoffionen- 
konzentration; hieriiber wird ausfiihrlich an anderer Stelle be- 
richtet werden. Das M.K.S.-Virus steht also in seiner Empfind- 
lichkeit gegen p,,-Wechsel und seiner Uberfiihrbarkeit in eine 
zweite, noch infektiése Form unter den bisher untersuchten Virus- 
arten allein. Von biologischem Interesse ist es noch, daB sich 
die drei immunisatorisch verschiedenen Typen in ihrer Umwand- 
lungsfahigkeit gleich verhalten. 


Zusammenfassung. 


1. Das Virus der Maul- und Klauenseuche wird durch Alkall 
oder Siure in eine zweite, noch infektidse Form ibergefiihrt. 


2. Beide Formen unterscheiden sich dadurch, daB die eine 
nur bei neutraler und die zweite nur in saurer und alkalischer 
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Lisung bestiindig ist. Die Umwandlung ist nur in einer Richtung 
méglich. 

3. Die zweite Form ist das Zwischenglied bei der Zerstérung 
des Virus durch Wasserstoff- oder Hydroxyl-Ionen. 

4. Bei der Umwandlung in die zweite Form wird wahr- 
scheinlich das Virus selbst veriindert und nicht die seine Halt- 
barkeit bedingenden oder beeinflussenden Begleitstoffe. 

5. Es wird eine Erklarung fiir den sogenannten ,, Realkali- 
sierungseftekt“ gegeben. 

6. In Form von Anreibungen von Blasengewebe zeigt das 
Virus dasselbe Verhalten wie im Blaseninhalt; mit Serum lassen 
sich die beschriebenen Versuche nicht ausfiihren, weil dieses zu 
wenig Virus enthalt. 

7. Ebenso wie das schon friiher untersuchte Virus der 
Stomatitis vesicularis zeigen auch die KErreger der Pocken und 
der Hiihnerpest ein von dem der M.K.S. vollig abweichendes 
Verhalten. 
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Uber das Provitamin des Eiersterins. 
Von 


A. Windaus und 0, Stange. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitits-Laboratorium Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. September 1936.) 


In einer Veréffentlichung, die uns vor kurzem zugegangen 
ist, haben A. G. Boer und Mitarbeiter’) mitgeteilt, daB sie in 
einem Cholesterin, dessen Herkunft nicht angegeben ist, einen 
Gehalt von 4,5°/, Provitamin aufgefunden hiitten und daB diese: 
Provitamin sich mit dem 7-Dehydro-cholesterin als identisch 
erwiesen habe. Ferner heben sie hervor, daB sie in einem 
Handels-cholesterin 1°/, Ergosterin nachgewiesen hitten und 
halten es fiir ausgemacht, daB dieses Ergosterin von der Her- 
stellerfirma dem Cholesterin beigemischt worden sei. 

Wir haben uns seit November 1934 systematisch mit der 
Isolierung der Provitamine aus tierischem Material beschiiftigt 
und haben eine sehr groBe Reihe Versuche durchgefiihrt, die wir 
spater veréffentlichen werden. 

Heute wollen wir nur mitteilen, daB wir unter den tierischen 
Provitaminen, auch unter solchen, die wir im Laboratorium selbst 
dargestellt haben, mehrmals Ergosterin aufgefunden haben und 
da8 es sich in diesen Fallen nicht um eine kiinstliche Bei- 
mischung handeln kann. Den ersten Versuch im groBen haben 
wir mit Kiercholesterin durchgefiihrt. 

Als Ausgangsmaterial dienten 5 kg Cholesterin, die von der 
chemischen Fabrik E. Merck?) aus chinesischem Trocken- 
eigelb dargestellt worden waren und die nach der Messung 
der Ultraviolettabsorption 0,18°/, Provitamin enthielten. Die 
Isolierung geschah durch Adsorption an ein Aluminiumoxyd 


') A.G. Boer, E.H. Reerink, A. van Wijk u. J. van Niekerk, 
Koninklijke Akademie van Wetenschappen te Amsterdam, Proceedings 339, 
Nr. 5 (1936). 


*) Fiir die Uberlassung dieses Materials sprechen wir der Firma 
E. Merck unsern besten Dank aus. 
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mit 3°/, Wassergehalt. Je 35 g Cholesterim wurden in 
460 ccm Benzin—Benzol (1:1) gelést und in einer Saule von 
65 em Linge und 5 cm Durchmesser an das Aluminiumoxyd 
adsorbiert. Nach dem Einlaufen der Cholesterinlésung in die 
Siule wurde so lange nachgewaschen, bis das Cholesterin im 
Filtrat wieder erschien. Zum Nachwaschen wurde ein Gemisch 
von Benzin, Benzol, Methanol im Verhiltnis 250:250:1,2 ver- 
wendet; zur vollstindigen Elution wurden von diesem Gemisch 
14—15 Liter verbraucht. 

In den ersten 10 Litern Filtrat, die etwa nach 22 Stunden 
durchgelaufen waren, fanden sich 25 g Cholesterin, die praktisch 
frei von Provitamin waren. In den nichsten 1'/, Litern Filtrat 
fanden sich etwa 6 g Cholesterin mit 0,5°/, Provitamin und in 
den folgenden 2 Litern Filtrat 4 g Cholesterin mit einem Gehalt 
von 1,2°/, Provitamin. 

In monatelanger Arbeit wurden von dem 1,2°/, igen Material 
250 g dargestellt, die in Anteilen von je 35 g wiederum unter 
den gleichen Bedingungen adsorbiert und eluiert wurden. Auf 
diesem Wege wurden etwa 35g Cholesterin mit 4,5°/, Provitamin 
erhalten und auf dieselbe Weise weiter behandelt. Hieraus 
wurden 4,2¢ mit 19,4°/, Provitamin erhalten. Vgl. die folgende 
Tabelle. 





Fi Gehalt an Sterin im Filtrat | Gehalt an Provitamin im 
iltrat ' . es 
in g Rohcholesterin in °/, 
die ersten 10 | 13,2 0,02 
weitere 1,3 1 8,3 0,07 

0,5 1 3,0 2,5 

A 0,51 2,7 5,90 

a 0,8 1 3,6 7,1 

i 2,51 4,2 19,4 








In einer entsprechend kleineren Apparatur wurden die 4,2 ¢ 
mit einem Provitamingehalt von 19,4°/, adsorbiert und eluiert; 
hierbei wurden etwa 0,745 g von 81,4°/, und durch eine weitere 
Adsorption und Elution 0,423 g von 100°/, Provitamingehalt 
isoliert. 

Dieses Material schmolz nach einmaligem Umkrystallisieren 
aus Ather—Methanol bei 155°; durch weiteres Umkrystallieren 
wurde der Schmeizpunkt des Ergosterins (163°) erreicht. Das 
mit Pyridin und Essigsiureanhydrid bereitete Acetat schmolz 
bei 173° und gab mit Ergosterylacetat keine Schmelzpunkts- 
erniedrigung. 
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4,816 mg Subst.: 14,495 mg CO,, 4,690 mg H,O. 
go tH ygVe Ber. C 82,12 H 10,58 Gef. C 82,08 H 10,89. 

Das m-Dinitrobenzoat, in der iiblichen Weise bereitet, 
war ebenfalls mit dem Ergosteryl-m-dinitro-benzoat identisch. 

Bei der katalytischen Hydrierung des Provitamins mit 
Palladiummohr und Wasserstoff entstand das #e-Ergostenol, 
das mit dem aus Ergosterin bereiteten «-Ergostenol keine Schmelz. 
punktserniedrigung gab. 

Das von uns aus dem Hiersterin isolierte Provitamin ist 
also Ergosterin; es ist méglich, da auBer dem Ergosterin in kleiner 
Menge noch ein anderes Provitamin vorhanden ist, doch ist uns 
dessen Isolierung nicht gegliickt. 

Wir waren zunichst iiber das Vorkommen des Ergosterins 
im EKigelb sehr itiberrascht. Wir erinnerten uns dann der An- 
gaben von Schénheimer und Dam!), sowie von Menschick und 
Page’), die beobachtet haben, dab an Hiihner verfiittertes Ergo- 
sterin in kleinen Mengen resorbiert und in den Hiern wieder 
ausgeschieden wird. Wir haben diese Angaben nachgepriift und 
kénnen sie vollstandig bestatigen. Das Ergosterin, das wir in 
dem Kiersterin mit Sicherheit nachgewiesen haben, braucht also 
nicht von den Hiihnern in ihrem eigenen Organismus gebildet zu 
sein, sondern kann aus der Nahrung stammen, die sie aufnehmen: 
nicht nur ‘T'rockenhefe, die vielfach an Hiihner verfiittert wird, 
sondern auch andere Futtermittel tierischer oder pftlanzlicher 
Herkunft enthalten Ergosterin, das in geringem AusmaB von den 
Hiihnern resorbiert und in den Kiern wieder ausgeschiedeu 
werden kann. 


1) Diese Z. 211, 241 (1982). ) Diese Z. 211, 246 (1932). 
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Uber die enzymatische Spaltbarkeit 
von Dioxopiperazin-carbonsauren. 


Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Maximilian Giirtner. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. September 1936.) 


T. Ishiyama?) hat vor einigen Jahren berichtet, daB Dioxo- 
piperazine mit carboxylhaltigen Seitenketten, wie die Dioxopiper- 
azin-monoessigsiure oder die Dioxopiperazin-monopropionsiure, 
abweichend von dem Verhalten der unsubstituierten Dioxopiper- 
azine®) durch gereinigte Trypsin-Kinase aus Pankreas gespalten 
wirden und als spezifische Substrate dieses Enzyms zu gelten 
hitten. Diese Vorstellung von der Wirkungsweise einer echten 
Proteinase schien durch Beobachtungen von Y. Tazawa’) eine 
Erginzung zu erfahren, nach welchen Dioxopiperazine mit freie 
Aminogruppen enthaltenden Seitenketten, beispielsweise Arginin- 
anhydrid oder Lysinanhydrid, spezifisch durch Pepsin hydrolysiert 
wirden. Pankreasproteinase wird danach als eine Carboxy-cyclo- 
peptidase, Pepsin als eine Amino-cyclo-peptidase bezeichnet. Diese 
Angaben haben K. Shibata‘) zu der weitgehenden SchluBfolgerung 
gefiihrt, ,daB die nur durch Proteinasen aufschlieBbaren Protein- 
nolekiile primir aus solchen Dioxopiperazinen bzw. anderen kleinen 
Anhydridringen zusammengesetzt sind, die miteinander durch 
Nebenvalenzkriafte und eventuell durch Ionengitterkrifte fest- 
gehalten werden“. Wenngleich solche Beobachtungen nicht aus- 
reichen sollten, die endlich gesicherte Auffassung von der makro- 
molekularen Struktur der Kiweifstoffe erneut in Frage zu stellen, 
erschien es angebracht, die Beobachtungen der japanischen Forscher 
einer Nachpriifung zu unterziehen. 


1) J. of Biochem. 17, 285 (1932/33). 

*) Vel. E. Waldschmidt- Leitz u. A.Schiffner, Ber. chem. Ges. 58, 
1356 (1925). 

*) Acta phytochim. (Tokyo) 8, 331 (1935). 
'! Acta phytochim. (l'okyo) 8, 173 (1934). 




























Ernst Waldschmidt-Leitz und Maximilian Girtner. 


222 


Diese Nachpriifung an zwei der angegebenen Substrate. 
Dioxopiperazin-diessigsiiure und Dioxopiperazin-monopropionsiure, 
hat zu dem eindeutigen Ergebnis gefiihrt, daB sie weder durch 
gereinigte pankreatische Enzyme, Trypsin, Chymotrypsin, Pro- 
taminase oder Carboxy-polypeptidase, noch durch rohe Pankreas- 
ausziige, ebensowenig durch ereptische Enzyme oder durch Papain 
gespalten werden*), Die in den Arbeiten der japanischen Forscher 
gemessenen, durchweg geringfiigigen Ausschlige miissen auf Ver- 
suchsfehler zuriickzufiihren sein. 

Mit dieser Feststellung werden auch die SchluBfolgerungen 
liber eine nennenswerte Beteiligung von Dioxopiperazinringen am 
EiweiBaufbau hinfallig. Zwar ist es trotz zahlreicher Bemiihungen 
noch nicht gelungen, den Nachweis fiir die Spaltbarkeit eines 
synthetischen Substrates durch eine echte Proteinase mit Sicherheit 
zu erbringen®), Aber die Erfahrungen iiber die Angriffsweise des 
Pankreastrypsins *) sowie des Chymotrypsins") im Gange der stufen- 
weisen Hydrolyse des Clupeins haben ergeben, daB die beiden 
Proteinasen hier die Auflésung von Peptidbindungen im Inner 
offener Peptidketten vollziehen; so beschrinkt sich die Wirkung 
des ‘T'rypsins auf die Spaltung der Bindungen zwischen je zwei 
Argininresten im Innern der Kette. Die Suche nach spezifischen 
Strukturen im Eiwei®, etwa ringférmigen, zur Erklarung der 
Proteinase-spezifitit wird damit iiberfliissig. 


Versuche. 


Die Darstellung der 2,5-Dioxopiperazin-3,6-diessigsiiure (Asparagin- 
siureanhydrid) sowie der 2,5-Dioxopiperazin-monopropionsiure (Glycyl- 
glutaminsiureanhydrid) erfolgte nach den Angaben von T. Ishiyama’. 
Bei der zu den Versuchen der enzymatischen Spaltbarkeit angewandten 
Reaktion entsprechend py = 5,0 bzw. py = 7,8 erwiesen sich beide Sub- 
strate wiihrend 30 Stunden und bei 37° als vollkommen bestindig. 


Die Priifung auf Spaltbarkeit wurde ausgefihrt mit Liésungen 
von enzymatisch einheitlichem Pankreastrypsin, frei von den iibrigen 


**) Vgl. damit die Beobachtungen von J. P. Greenstein (J. of Biol. 
Chem. 112, 517 (1935/86) iiber die Resistenz eines cyrinhaltigen Dioxo- 
piperazins gegeniiber Proteinasen, darunter Pepsin. 

®) Vgl. dazu M. Bergmann u. W.F. Ross, J. of Biol. Chem. 11], 
659 (1985). 

*) E. Waldschmidt-Leitz u. E. Kofranyi, Diese Z. 236,181 (1935). 

’) Nach unver6ffentlichten Versuchen von I. Waldschmidt- Leitz 
u. E. Glaser; vgl. E. Glaser, Inaugural-Dissertation, Prag 1936. 

5) a. a. O. S. 221, Anm. 1, 
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Proteinasen der Driise und von Peptidasen®), von krystallisiertem 
(hymotrypsin!°), ferner mit einem Gemische von Pankreastrypsin, 
(hymotrypsin und Protaminase, welches von den Peptidasen be- 


Bireit war?!) bzw. noch Carboxy-polypeptidase enthielt!*), sodann 


mit einem proteinase- und carboxy-polypeptidasefreien Gemisch 
ron Amino-polypeptidase und Dipeptidase aus Darmschleimhaut ?’), 
endlich mit rohem Glycerinauszug aus Pankreas und mit Papain. 
Die zur Aktivierung des Trypsins verwandte Lésung von En- 
terokinase war frei von Proteinasen und Peptidasen'*). Zu jedem 
Versuch wurde eine gleichlaufende Kontrollprobe auf Selbst- 
verdauung der Knzymlésung, nur ohne Substrat, ausgefiihrt; die 
Bestimmungen erfolgten durch Messung des Zuwachses an Amino- 
stickstoff nach van Slyke. 


Tabelle. 


Ansatz fiir Pankreastrypsin: 70,0 mg Dioxopiperazin-diessigsiure bzw. 57,0 mg 
Dioxopiperazin-monopropionsiiure + 11,4 T.-(e.), mit Enterokinase aktiviert, 
+ 0,5 eem 0,5-mo]. Phosphatpuffer; Gesamtvolumen: 50 cem; Analysen- 
probe: 15 cem; py = 7,8; 30 Std., 30°. Ansatz fiir Chymotrypsin: 44,8 mg 
Dioxopiperazin-diessigsiiure bzw. 36,5 mg Dioxopiperazin-monopropionsiure 
+ 60,3 mg kryst. Chymotrypsin (12,1 mg entsprechend 1 Einheit) + 0,32 ecm 
(,5-mol. Phosphatpuffer; Gesamtvolumen: 32 ecm; Analysenprobe: 15 cem; 
Py = 7,8; 30 Std. 30°. Ansatz fiir Trypsin, Chymotrypsin und Pro- 
taminase enthaltend: 44,8 mg Dioxopiperazin-diessigsiure bzw. 36,5 mg 
Dioxopiperazin -monopropionsiure + 5,0 T.-(e.) [Protaminasegehalt: Enzym- 
lisung entspr. 0,5 T.-(e.), 2Std.: Zuwachs entspr. 0,80 mg Stickstoff gegen- 
iber Proton aus Clupein] + 0,32ccm 0,5-mol. Phosphatpuffer; Gesamtvolumen: 
32 eem; Analysenprobe: 15 cem; py = 7,8; 30 Std. 30°. Ansatz fiir 
Trypsin, Chymotrypsin, Protaminase und Carboxy - polypeptidase ent- 


p haltend: 44,8 mg Dioxopiperazin-diessigsiure bzw. 36,5 mg Dioxopiperazin- 


monopropionsiure + 5,1 T.-(e.) [Protaminasegehalt: KEnzymlésung entspr. 
0,5 T.-(e.), 2 Std.: Zuwachs entspr. 0,90 mg Stickstoff gegeniiber Proton aus 
Clupein; Carboxy-polypeptidasegehalt: Enzymlésung mit 5,1 T.-(e.) enthaltend 
0,0146 C. Pol.-E.] + 0,32cem 0,5-mol. Phosphatpuffer; Gesamtvolumen: 32 ecm; 
Analysenprobe: 15 cem; pq=7,8; 30 Std., 30°. Ansatz fiir Glycerinauszug 


* E. Waldschmidt-Leitz u. S. Akabori, Diese Z,. 228, 232 (1934). 
‘) Fir die freundliche Uberlassung des Priparates sind wir Herrn 
Prof. Dr. J. H. Northrop, Princeton, N.J., zu groBem Dank verpflichtet. 
1) E.Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Ber. chem. Ges. 62, 2217 (1929). 
12) Vgl. E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese Z. 147, 


F 286 (1925). 


'3) Dargestellt nach E. Waldschmidt-Leitz u. A. Schiffner, 


} Diese Z. 151, 31 (1926). 


4) Vel. dazu E. Waldschmidt-Leitz nu. G. Kiinstner, Diese Z. 171, 
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aus Pankreas: 44,8 mg Dioxopiperazin-diessigsiure bzw. 86,5 mg Dioxopiper. 
azin-monopropionsiure + 2,5 cem Glycerinauszug, enthaltend 6,8 T.-(e.) + 0,048 
C. Pol.-E. + 0,010 Am. Pol.-E. + 0,0021 Er.-E., + 0,32 cem 0,5-mol. Phosphatpuffer: 
Gesamtvolumen: 82 ecem; Analysenprobe: 15 ccm; py = 7,8; 30 Std., 

Ansatz fiir Amino-polypeptidase + Dipeptidase: 44,8 mg Dioxopiperazin. 
diessigsiiure bzw. 36,5 mg Dioxopiperazin-monopropionsiiure + 20 cem Gly. 
cerinauszug aus Darmschleimhaut, 1:1 mit Wasser verdiinnt, enthaltend 
0,0088 Am. Pol.,-E. + 0,0026 Er.-E., + 0,32 cem 0,5-mol. Phosphatpuffer ; Gesamt 
volumen: 32 cem; Analysenprobe: 15 ccm; py = 7,8; 30Std., 30°. Ansatz 
fiir Papain: 44,8 mg Dioxopiperazin-diessigsiiure bzw. 36,5 mg Dioxopiper 
azin-monopropionsiure + 75mg Papayotinum-M erck (1:350) + 1,0cem 0,2-mol. 
Citratpuffer; Gesamtvolumen: 32 ccm; Analysenprobe: 15 ccm; py = 5,0; 30 Std, 
37°. Angaben bedeuten Zuwachs entspr. mg Stickstoff in der Analysenprobe. 











Dioxopiperazin- Dioxopiperazin- 
diessigsiure monopropionsiiure 
Angew. Enzym ae | Kon: 
mate fae fai 
"| Vers. vers. | 
Pankreastrypsin ...... .{|0,02 0,07 —0,051 0,04 | 0,07 | —0,03 
Chymotrypsin .. . | 0,26 | 0,24 0,02] 0,25 | 0,24 0,01 
Trypsin + Chy motry psin “+ Pro- | 
taminase. . . | 0,06 | 0,06 0 0,03 | 0,06  —0,03 
Trypsin + Chymotrypsin + Pro- 
taminase + Carboxy - _ poly- | 
peptidase ... 0,67 | 0,46 0,21] 0,54 | 0,46 0,08 
Glycerinauszug aus Pankreas . 1,46 | 1,45 0,01} 1,48 | 1,45 0,03 
Amino-poly anal + — | | 
dase. . . 0,10 | 0,09 | 0,01] 0,11 | 0,09 0,02 
Papain. ......... +. {0,04 | 0,03 | 0,01] 0,05 | 0,03 0,02 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir ergebenst 
fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 
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Hitzeaktivierung der Fettkatalase. 


Von 


J. Bodnar und Joseph Bartfai (Baubach). 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Debrecen 
und aus dem Institut fiir Nahrungsmitteluntersuchung der Hauptstadtgemeinde Budapest). 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Oktober 1936.) 


Die Hitzeaktivierung der Enzyme besteht darin, daB das 
enzymhaltige Material, nachdem es eine bestimmte Zeit in Ab- 
wesenheit des Substrates erhitzt wurde, nach Abkiihlen eine héhere 
Wirksamkeit zeigt als vorher. Kine Hitzeaktivierung wurde bei 
verschiedenen Enzymen {Papain, Amylase, Phosphatese, ‘l'rypsin ')| 
und besonders bei Katalase beobachtet. 

Betreffs der Katalase beobachteten zuerst Euler und Blix’), daB die 
Aktivitit der Hefekatalase durch '/,—2 stiindiges Erwiirmen der wiiBrigen 
Suspension von Hefezellen auf 55—63° aufs 20—30fache gesteigert wurde. 
Euler und Laurin’) konnten bei einer anderen Hefesorte (Saccharomyces 
Thermantitonum) keine Hitzeaktivierung der Katalase feststellen. Euler 
und Borgenstam‘) fanden, daB die Katalaseaktivitiit von roten Pferde- 
blutkérperchen durch '/, stiindiges Erwirmen auf 57° um 170°/, gesteigert 
wurde; Nosaka®) hat bei vorherigem Erwiirmen der Suspension der Blut- 
kérperchen auf iiber 45° ebenfalis eine Aktivitiitserhéhung festgestellt. 
Hennichs®) vermibte die Einwirkung von Erwiirmen bei der Leberkatalase. 

Bei der Bestimmung des Temperaturoptimums der Katalase 
des Fettgewebes (Schweinespeck) wurde eine Beobachtung gemacht‘), 
aus welcher man auf die Hitzeaktivierung der Fettkatalase 
schlieBen kann. Unsere Untersuchungen haben diese Voraussetzung 
in jeder Hinsicht bekriftigt. 

Vier (Nr. 1—4) ganz frische Specke verschiedener Herkunft 
wurden 2 Stunden lang auf verschiedene Temperaturen erwirmt 
und die H,O,-spaltende Fihigkeit der Speckproben zu je 1 g 
bestimmt (vgl. Tab. 1). 

Laut Daten der Tab. 1 wurde H,O, am stiirksten gespalten, 
wenn der Speck zuvor 2 Stunden lang auf 40° erwirmt wurde; 
diese Vorbehandlung steigerte die Aktivitét der Fettkatalase sehr 
betrichtlich (um 57—106°/,). Durch besondere Versuche wurde 
lestgestellt, daB das 2 stiindige Erwirmen das zweckmiiBigste ist, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIV. 16 
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durch weiteres Erwirmen wurde die Aktivitét herabgesetzt. Inner. 
halb engerer Temperaturgrenzen durchgefiihrte Versuche ergaben, 
daf die optimale Temperatur der Hitzeaktivierung der Fettkatalase 
genau bei 42° hegt. Wurden die in vorigen Versuchen gebrauchtei 
4 Specksorten 2 Stunden lang auf 42° erwirmt, so lieBen sich hei 
der H,O,-Spaltung folgende Daten ermitteln: 


ms. «+a 2 3 4 
151,6 139,1 246,7 262,3 mg H,0, 


Tabelle 1. 








Durch Winterspecke 
Temperatur zersetztes H,O, 
; in mg 
in ° = 
Nr. 1 Nr. 2 Nr.3 | Nr. 4 
~ ~~ ] —— 
20 71,4 72,9 | 120,0 | 161,7 
30 1176 | 123,83 | 185,0 | 220,7 
40 147,6  132,3  235,6 | 254,0 
50 111,2  110,2  213,7 | 212,8 
60 15,0 18,4 18,7 | 10,5 


Demnach wurde die Katalaseaktivitiit der Specke durch 
2 stiindige Aufbewahrung bei 42° um 62—112°/, gesteigert. 

Zu den Versuchen der Tab. 1 wurden frische Winterspecke 
gebraucht; bei Sommerspecken lag die optimale Temperatur der 
Hitzeaktivierung niedriger (31°) und auch der Grad der Aktivierung 
war geringer (28°/,) als bei Winterspecken (Tab. 2). 











/0 
Tabelle 2. Tabelle 3. 
Durch Sommerspecke —_—— Durch : 
—_—_ zersetztes H,O, pers Fettkatalaselisung 
in mg tn © zersetztes H,(, 
in ° in mg 
Nr. 1 Nr. 2 | ar 
wan 2 3 20 182,3 
| 30 184,2 
20 149,8 | 125,3 35 191.6 
31 191,1 | 162,8 40 198,9 
32 184,5 | 151,6 45 239,6 
35 139,1 | 121,38 50 236,1 
40) 137,0 — 55 192,3 
60 91,4 
70 32.1 





Die Wirkung 2 stiindigen Erwiirmens wurde auch auf die 
Aktivitiit des wiBrigen Speckextraktes (Fettkatalaselésung) unter- 
sucht und die in Tab. 3 aufgezeichneten Ergebnisse erhalten. 
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Hitzeaktivierung der Fettkatalase. 


Aus der Tab. 3 ist ersichtlich, daB die Aktivitit der Fett- 


‘katalaselésung durch Erwirmen ebenfalls erhéht wird; die opti- 
‘male Temperatur der Hitzeaktivierung liegt bei 45° und der Grad 


der Aktivierung betragt 31°/,. 


Zur Erklirung der Hitzeaktivierung hilt es Euler‘) fiir 
wabrscheinlich, daS innerhalb der Temperaturgrenzen der Akti- 


_yierung ein Hemmungskoérper zerstért wird, so daB das Enzym 


selbst in héherem Grade zur Wirkung kommt. Nach Stern und 
Batelli®) ist die Hitzeaktivierung der Katalase der Blutkérperchen 
darauf zuriickzufiihren, dab durch die dabei erfolgende Hiimolyse 
die Katalase in Lésung gelangt; auf ihnliche Weise wird iiber- 
haupt die unter verschiedenen LEinfliissen (Chloroform, Toluol) 
hevbachtete Aktivierung der Katalase auf ein vollstandigeres Aus- 
lisen des Enzyms aus den Zellen zuriickgefiihrt. Nosaka?°) fihrt 
die Hitzeaktivierung ebenfalls auf Himolyse zuriick. Diese An- 
nahme der obigen Forscher ist jedoch insofern nicht stichhaltig, 
als die von uns untersuchte und eine Hitzeaktivierung zeigende 
Fettkatalaselésung von zellhaltigen Elementen frei war. 


Methodik. 


Bestimmung der Katalase in Speck. 1 ¢g des zu untersuchenden 


Speckes wurde mit 9 g Seesand (,,zur Analyse“) gleichmiBig zerrieben, der 
Brei in einen gutschlieBenden Schiittelzylinder von 250 ccm Inhalt iiber- 
_gefiihrt, 100 cem einer n/10- bzw. bei stiirkerer Katalaseaktivitit einer n/5- 
H,0,-Lésung (Perhydrol zur Analyse, siiurefrei, Merck) zugesetzt und am 
Schiittelapparat 20 Minuten lang geschiittelt. Dann wurde ein Léffel MgO 


(,,zur Analyse“, Merck) dem Inhalt des Zylinders zugesetzt, rasch durch- 


geschiittelt, filtriert (Bt sich schnell und klar filtrieren) und in 25 ecm, 
‘mit H,SO, angesiuertem Filtrat das unzersetzte H,O, mittels n/10-KMnQ,- 
‘Lésung zuriicktitriert. Mit diesem Verfahren liBt sich die H,O,-spaltende 


Fihigkeit des Speckes auf zuverlissige Weise ermitteln; so ergaben z. B. 
10 Bestimmungen am selben Material folgende Werte in mg H,O, aus- 
gedriickt: 83,6, 88,0, 82,3, 88,6, 83,6, 84,0, 83,6, 84,0, 84,3, 83,6. Es ist 
‘iuberst wichtig, darauf zu achten, daB 1g Speck immer mit genau 9 g Sand 
verrieben wird: Anwendung von weniger Sand hatte starke Abweichungen 


bei den Parallelbestimmungen zur Folge, so z. B. bei 5 g 31°/,, bei 7 g 22°/, 


Abweichung. 


Darstellung von Fettkatalaselésung. Es wurde der zerhackte Speck 


anit der 2fachen Menge Sand gut zerrieben, unter griindlichem Riihren die 
3 fache Menge Wasser in Portionen zugesetzt und das Gemisch 4 Stunden 
Jang unter éfterem Durchrihren bei 80° belassen. Die iiberstehende Fliissig- 
‘keit wurde abgegossen und solange zentrifugiert, bis eine klare Lisung 
erhalten wurde. Zur Bestimmung der Aktivitiit wurden aus der Katalase- 


lisung je 10 cem entnommen. 
16* 
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Zusammenfassung. 
Die H,O, zersetzende Wirkung des Specks und die Aktivitit 


einer zellfreien Fettkatalaselésung aus Speck wird durch vorher. 
gehendes 2 Stunden langes Erwirmen betrichtlich (im Maximum um 
112°/,) gesteigert. Die optimale Temperatur der Hitzeaktivierung 
liegt fiir Winterspeck bei 42°, fiir Sommerspeck bei 31° und fiir 
Fettkatalaselésung bei 45°. Die Hitzeaktivierung, wenigstens der 
Fettkatalaselésung, kann durch Himolyse nicht erklart werden, 


Literatur. 
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Das Alkaloid im Equisetum palustre. 
Von 


E. Glet, J. Gutsehmidt und P. Glet. 


(Aus dem Privatlaboratorium.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Oktober 1936.) 


Nach unseren bisherigen Erkenntnissen sind die Alkaloide in 
ihrem Zweck noch unbekannte Stoffwechselprodukte, die sich 
hauptsichlich im Reich der zweikeimblattrigen Pflanzengattungen 
finden. Aber auch bei den Monokotyledonen sind, wenn auch 
wesentlich seltener, bereits Alkaloide nachgewiesen worden, wie 
wir dies von den Liliaceen und Amaryllidaceen wissen. Ganz 
ausnahmsweise treten echte Alkaloide, also Stickstoffbasen mit 
typischer physiologischer Wirkung, in den Gymnospermen und 
Saprophyten auf. Das Vorkommen von Alkaloiden in den Pterido- 
phyten ist nur wenig erforscht, was um so hemerkenswerter 
scheint, als diese Pfianzengruppe mit 4300 Arten weitestens ver- 
breitet ist. Kennen wir doch iiber 3000 Filicales, 880 Lycopo- 
diales und 24 Equisetales. 

Mit den Alkaloiden von 5 Lycopodiumarten beschiaftigt sich 
zur Zeit Muszynski}), der im Archiv der Pharmazie seine vor- 
laufigen Ergebnisse verdffentlichte. — Die Tatsache, daB auch die 
Kquisetales Alkaloide enthalten, ist seit langem bekannt, jedoch 
ist es bisher noch keinem gelungen, eine physikalisch und che- 
misch genau definierte Stickstoffbase aus dieser Pflanzenreihe zu 
isolieren. Auch Haas’) muBte sich in seiner umfassenden Arbeit 
iber die Pharmakochemie des Equisetum arvense mit der quali- 
tativen Feststellung eines Alkaloids begniigen, ,,weil dessen Menge 
so klein ist, daB auBerordentliche Quantititen der Droge erforder- 
lich wiren, um ein fiir die nihere Untersuchung notwendiges 
(Juantum daraus isolieren zu kénnen“. 

Die interessanteste Pflanze aus der Familie der Equisetaceen 
ist zweifellos der Sumpfschachtelhalm, Equisetum palustre, der 
als gefihrliches Unkraut hunderttausende von Hektar unserer 
Viehweiden verseucht und fiir die Milchviehhaltung mehr oder 
weniger unausnutzbar werden laBt. Hieriiber berichtet P.Glet in 
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seinem vorlaufigen Bericht iiber die ,,Untersuchungen iiber je 
Futterschadlichkeit des Sumpfschachtelhalms“*), Es heiBt dor, 


dafi die Kiithe je nach der Menge des gefressenen ,,Duwock“, wie F 


der Sumpfschachtelhalm meistens genannt wird, unter den Syn. 
ptomen der FreBunlust, Abmagerung, Durchfall, Riickgang dg 
Milchertrages, erkranken und nach dauerndem Genu8 unter 


Lihmungserscheinungen zugrunde gehen. Wahrend also im Begin f 


der Erkrankung infolge Duwockvergiftung die Erscheinungen de 
vegetativen Nervensystems durchaus im Vordergrund stehen, fiihr; 
die andauernde Duwockfiitterung zu Schidigungen des motorischey 
Nervenapparates. 

Obwohl die erste Beobachtung iiber die Schidlichkeit de 
Sumpfschachtelhalms oder Duwock fast 200 Jahre zuriicklieg, 


war es bisher nicht gelungen, den Giftstoff dieses gefihrliche: f 


Unkrautes unserer Viehweiden in reiner Form zu isolieren und jy 
seinen chemischen Eigenschaften zu erkennen. 


Wiihrend sich die dltere Literatur lediglich mit der Feststellung de 
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giftigen Wirkung des Krautes und Bekiimpfungsvorschligen befaBt, stellt: F 


Paucerzynski‘) als erster Versuche an, die beweisen sollten, daB die Gift F 
 fernu 


wirkung auf ein im Duwock enthaltenes Alkaloid zuriickzufiihren sei. Ihn 
folgten die grundlegenden Arbeiten von Weber) und Lohmann’), de 
sich der Auffassung Pauecerzynskis anschlo8 und durch Tierversuche ni 
Duwockextrakten die Alkaloidnatur des Sumpfschachtelhalmgiftes zu be- 
weisen versuchte. 

Lohmann hat in dem Riickstand, der aus dem Prebsaft von frischa 
Duwockpflanzen gewonnen wurde, Alkaloidreaktionen ausgefiihrt, die positir 
ausfielen. Der Verfasser gibt selbst zu, daB mit seiner Substanz noch kei 
einheitlicher Kérper vorlag. 

Auch die Arbeit von Giinther’) bringt in der Frage der Isolierun; 


eines chemisch genau definierten Alkaloids keinen Fortschritt. Die von ibnf 


hergestellte Doppelverbindung des Alkaloids mit Kieselwolframsiiure sol 
zwar geeignet sein, den annihernden Gehalt an Pflanzenbase zu ermitteln 
erstreckt sich aber nicht auf genaue chemische Definition eines in Freihei 
gesetzten Alkaloids. 


Wiihrend unserer Arbeit an der Isolierung des Giftes aus dem Duwociff 
erschien ein kurzes Referat iiber einen Vortrag von Wo6hlbier®’), der auf 


der 48. Hauptversammlung der Chemiker bekannt gab, daB die Darstellun 


eines gut krystallisierten Goldsalzes des ,,Equisetin“, wie das Alkaloid bishef 
in der Literatur benannt wurde, gegliickt sei. Dieses Krystallisat wurtt® 


auch von uns bereits dargestelit, jedoch verzichteten wir auf eine Mitteilung 
weil wir festgestellt hatten, daB mindestens 2 Alkaloide im Duwock ett 
halten sind, die die Eigenschaft haben, ein Goldsalz zu bilden. 

Die seit den Arbeiten Lohmanns ruhenden Giftforschungen iibe 
Duwock hatte P. Glet auf erweiterier Grundlage wieder aufgenommen ut 
berichtete in seinerV eréffentlichung °) iiber erfolgreiche Bekampfungsmethode! 


und die von ihm geplanten Versuche. Die weiterhin in Angriff genommentlf © 
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Das Alkaloid im Equisetum palustre. 231 


Arbeiten wurden in unserem Privatlaboratorium durchgefiihrt und galten 
' zunichst der Isolierung des unbekannten Duwockalkaloids bzw. des Haupt- 
' alkaloids dieser Pflanze. 

Das Material fiir unsere Isolierungsversuche wurde von einem von uns 
instruierten und beobachteten Sammler, der genau mit der Unterscheidung 
- der bei uns vorkommenden Schachtelhalmarten vertraut war und insbesondere 
den hiufig mit Equisetum palustre vergesellschafteten Equisetum arvense 
- auszuschalten wuBte, mit der Hand gepfliickt. Die Sammlung erstreckte sich 
_ jiber eine ganze Vegetationsperiode, vom Erscheinen der ersten griinen Spitzen 
his zum Absterben der oberirdischen Triebe. Das Material sollte einerseits 
dazu dienen, qualitativ den Giftstoff zu isolieren und andererseits, nach Aus- 
arbeitung einer brauchbaren quantitativen Bestimmungsmethode, die Ver- 
inderungen im prozentualen Gehalt an Giftstoff wihrend einer Wachstums- 
periode und damit den Augenblick der héchsten und geringsten Giftigkeit 
der PHanze zu ermitteln. 


Der griine Duwock wurde an der Luft getrocknet und dann 

zu feinstem Pulver gemahlen. Dieses diente zur Gewinnung der 

Base auf drei verschiedenen Wegen, die die bisher bekannten 
Verfahren der Alkaloidgewinnung zur Grundlage haben: 

1. Das Pflanzenpulver wurde mit 3°/,iger Salzsiiure aus- 


_-gezogen und das Alkaloid aus dem Auszug nach vorheriger Ent- 
' fernung der EiweiBstoffe mit Phosphor- oder Kieselwolframsiure 
gefallt, dieses Doppelsalz mit Alkali zerlegt und extrahiert. 


2. Das Duwockpulver wurde mit waBrigem Alkali versetzt 
‘und direkt mit einem organischen Lésungsmittel ausgezogen. 
Durch Behandeln dieses Auszuges mit Salzsiure im Scheidetrichter 
-konnte eine Chlorhydratlésung des Alkaloids gewonnen werden, 
‘die nach Alkalisieren in der Kolonne mit Chloroform erschipfend 
extrahiert wurde. 

3. Uber die von uns ausgebaute Methode der elektrolytischen 
-Gewinnung wasserléslicher Alkaloide, die auch fiir die Isolierung 
des Duwockalkaloids und anderer Equisetum-Basen Anwendung 
fand, wird gesondert berichtet werden. 

Ehe die auf den soeben geschilderten Wegen gewonnene 
Base selbst besprochen wird, sei auf einen im Duwock enthaltenen 
Stoff hingewiesen, der bei der Aufarbeitung zu Irrtiimern AnlaB 
geben kann und, wie die vorhandene Literatur zeigt, bereits ge- 


geben hat. Es handelt sich um einen in organischen Lésungs- 


‘mitteln leicht léslichen Kérper, der sich bei der Extraktion jie 


Alkaloids aus dem Duwockpulver einschleicht und wegen seiner 


}guten Krystallisierfahigkeit zu Tauschungen fithren kann. Es 
igelang, diesen Stoff durch Umkrystallisieren analysenrein zu 
Hisolieren und ihn als Kohlenwasserstoff zu identifizieren. Die 
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Analyse dieses bei 77° schmelzenden, rein weiBen, in feiney 
Nadelchen krystallisierenden Kérpers ergibt nimlich folgende Werte: 
4,088 mg Subst.: 12,715 mg CO,, 5,355 mg H,0. 
C,,H,, (Mol.-Gew. 294) Ber. C 85,71 H 14,29 
Gef. ,, 84,84 ,, 14,66. 
Molekulargewichtsbestimmung: 
0,301, 0,224 mg Subst. in 3,677, 2,806 mg Campher: 411,2°, 4 10,9’: 
gef. Mol.-Gew. 292, 293. 


Der Kohlenwasserstoff ist entsprechend den Higenschaftey 


dieser Gruppe leicht léslich in Chloroform, Hisessig, Alkohol und } 


Ather, weniger lislich in Essigester oder verdiinnter Essigsiiure 
vollig unléslich in Wasser bzw. verdiinnten Mineralsiuren. 

Die Kenntnis von den chemischen EKigenschaften des Kohler. 
wasserstoffs erméglichte es, ihn bei der Isolierung des Alkaloids 
als stérenden Faktor auszuschalten. 

Die oben beschriebenen Verfahren zur Isolierung der Stick- 
stoffbasen im Duwock fiihrten alle zu einem 6ligen, dunkelbraw 
gefarbten Rohprodukt, welches bisher in der Literatur als day 
Duwockalkaloid bezeichnet und mit dem Namen ,,Equisetin“ be. 
leet wurde. Unsere Vermutung, daf es sich hier nicht um ei 
einziges Alkaloid handeln kénne, bestand zu Recht. Die Be. 
miihungen, das Basengemisch durch geeignete Lésungsmittel w 
trennen oder iiber die Salze zu reinigen, schlugen simtlich fehl 
Jedoch gelang es iiberraschenderweise, den Hauptanteil durel 
Destillation aus dem Metallbad im Hochvakuum abzutrennen wi 
ein vollig einheitliches Alkaloid zu gewinnen. Dieses chemiscl 
genau definierte Alkaloid aus dem ,,Equisetum palustre“ (Duwock 
nennen wir mit dem auf die Art Bezug nehmenden Name 
»Palustrin“. Nach unseren Untersuchungsergebnissen ist & 
nicht gerechtfertigt, dem Giftstoff im Duwock den Namen Equ: 
setin zu geben, da absolut nicht feststeht, ob das Alkaloid 1 
allen Equisetum-Arten vorkommt. 

Das durch Destillation im Hochvakuum gewonnene Palustr 
siedet bei 

205-—210° 0,1 mm 212—215° 0,2 mm 
und stellt ein schwach gelb gefirbtes Ol von aminartigem Gerut 
dar, das beim Erkalten zu einer ziihen Masse erstarrt. Alle Alkaloit 
proben fallen einwandfrei positiv aus. Der eigentiimliche Geruch de 
Base verschwindet beim Uberfiihren des Alkaloids in seine Salz 

Das Palustrin ist in Wasser gut léslich, wobei der Geru¢l 
noch stirker hervortritt. Ks ist leicht léslich in Chloroform wt 
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Essigester, weniger leicht in Ather, schwer zu lésen in Benzol 
und Petrolither. Unter Bildung der entsprechenden Salze lost es 
sich leicht in verdiinnten organischen und Mineralsiuren. 

Das Chlorhydrat des Palustrin l4Bt sich durch Auskrystalli- 
sieren aus einer mit alkoholischer Salzsiure angesiiuerten und 
mit Essigester versetzten Lésung der Base in Kisessig gewinnen. 
Ks krystallisiert je nach Konzentration der Lésung in langen 
SpieBen oder kleinen rechtwinkligen Kuben von weiBer Farbe 
und hat den Schmelzp. 181°. 

5,147 mg Subst.: 11,955 mg CO,, 4,620 mg H,O. — 3,179 mg Subst.: 
0,334 cem N, (25°, 749 min). 

C,.H,,N,O. (Mol.-Gew. 228,2) Ber. C 63,10 H 10,60 N 12,28 
Gef. ,, 63,35 ,, 10,04 ,, 11,86. 

Molekulargewichtsbestimmung: 

0,283, 0,339 mg Subst. in 4,810, 3,450 mg Campher: 4 9,8°, 4 17,0°; 
gef. Mol.-Gew. 232, 240. 

Nach nunmebr gelungener Reindarstellung des Hauptalkaloids 
wurde die quantitative Bestimmung des Alkaloidgehaltes im 
Duwockpulver durchgefiihrt. Die durch die Analyse gefundene 
Summenformel weist aus, daB 2 Stickstoffatome im Palustrin- 
Molekiil vorhanden sind. Die Titration einer genau gewogenen 
Menge destillierten Palustrins, das in n/10-Salzsiure gelist und 
deren Uberschuf mit n/10-Kalilauge zuriicktitriert wurde, ergab, 
daB bei Verwendung von Methylrot als Indicator der Farbumschlag 
dann erfolgt, wenn 1 Mol des Alkaloids 1 Mol Salzsiure gebunden 
hat. Es wurden nimlich fiir 0,0205 g Palustrin 0,9 cem n/10-Salz- 
siiure verbraucht. Darnach entspricht: 

1 ccm n/10-Salzsiure = 0,0275 g Palustrin. 


Unter Zugrundelegung dieser fiir das Hauptalkaloid geltenden 
Zahlen wurde eine titrimetrische Bestimmung der Gesamtalkaloide 
des Duwock durchgefiihrt. Denn davon ausgehend, dai das 
Palustrin den Hauptanteil der Alkaloide im Duwock ausmacht 
und die weitaus in geringerer Menge vorhandenen Nebenalkaloide 
erfahrungsgem&B in ihren Molekulargewichten vom Hauptalkaloid 
wenig unterschieden sind, wurde das fiir Palustrin gefundene 
Molekulargewicht als Durchschnittswert den Berechnungen zugrunde 
gelegt. SchlieBlich sollte ja auch durch diese Bestimmung nicht 
der genaue Gehalt an Palustrin und seinen Nebenalkaloiden be- 
stimmt, sondern ein Weg gefunden werden, der es erméglicht, die 
Veriinderungen im prozentualen Gehalt an Alkaloid wiihrend einer 
Wachstumsperiode vergleichend zu verfolgen. 
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Fiir die Titration wurde die tibliche Methode des Deutschen Arzne; 
buches 6 zur Alkaloidbestimmung in Blattdrogen angewendet. Durch Vor. 
versuche wurde festgestellt, daB ein Zusatz von Chloroform zu dem fiir die 
Extraktion benétigten Ather nicht vorteilhaft, sondern nur nachteilig war, 
weil dadurch der oben erwihnte Kohlenwasserstoff ebenfalls in Liésung 
ging und beim Ausschiitteln mit n/10-Salzsiiure eine sehr schlecht entmisch- 
bare Emulsion veranlaBt. AuBerdem ergab sich, daf Natronlauge im Ver- 
gleich zu Ammoniak entschieden geeigneter ist, die Alkaloidbasen fiir dic 
Lésung im Ather in Freiheit zu setzen. — Die Methode gestaltete sich 
demnach folgendermaBen: 

10 g Duwockpulver wurden mit 100 g Ather iibergossen, mit Natron- 
lauge alkalisch gemacht und nach mebrmals kriftigem Umschiitteln 1 Stunde 
lang stehen gelassen. Nach dem Absetzen konnte die ftherische Lésung 
abgegossen und durch Zusatz von Talkum und Natriumsulfat geklirt und 
getrocknet werden. 50g davon (= 5 g Duwockpulver) wurden nach Ein- 
dampfen auf '/, des Volumens mit 5 cem n/10-Salzsiiure ausgeschiittelt und 
mehrmals mit Wasser nachgewaschen. Durch Zuriicktitrieren der nicht zur 
Bindung von Alkaloid benétigten Salzsiure mittels n/10-Kalilauge (Methylrot 
als Indicator) konnte ein Verbrauch von 2,1 cem n/10-Salzsiure fiir 5 ¢ 
Duwockpulver festgestellt werden. Diese Menge entspricht nach obigen 
Ausfiihrungen 0,04777 g Alkaloid oder einem Prozentgehalt von 0,95°/, im 
trockenen und fein gemahlenen Duwockpflanzenpulver. 


Diese Titration soll zunichst der Festlegung einer Methode 
zur quantitativen Alkaloidbestimmung im Duwock dienen. Als 
Material wurden die Ende Juni gesammelten oberirdischen un- 
fruchtbaren Triebe des Sumpfschachtelhalms (Duwock) verwendet. 

Ks ist nun das Ziel, auch die Fruchttriebe, Pollen, Rhizome 
usw. auf ihren Gehalt an Alkaloid zu priifen und ferner durch 
systematische Untersuchungen wiahrend einer Vegetationsperiode 
den Giftgehalt kurvenmaBig darzustellen, um den Augenblick der 
héchsten und geringsten Schidlichkeit der Pflanze fiir das weidende 
Vieh zu ermitteln. 

AuBerdem werden wir in Tierversuchen die pharmakologische 
Natur des Palustrins kliren und iiber die chemische Konstitution 
dieses neuen Alkaloids in weiteren Mitteilungen berichten. 
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Bemerkungen zur direkten Bestimmung der Oxalsiure im Blut. 


Von 
Saburo Suzuki. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Kaiser]. Universitat, Sendai) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Oktober 1936.) 


Axel Thomsen unterzieht in dieser Ztschr. 287, 210 (1935) 
die Mikrobestimmung der Oxalsaéure, die ich mit Hilfe des 
Ceriumverfahrens von Izumi ausgearbeitet habe’), einer Kritik 
und schlieBt: Die Methode und folglich auch die mit ihr ge- 
wonnenen Ergebnisse sind unzuverlassig. Dazu méchte ich folgen- 
des sagen: 

1. Thomsen teilt folgende Beobachtung mit: Setzt man zum 
eiweiBfreien Blutfiltrat verschiedene Mengen Ceriumchlorid, so ent- 
steht keine sichtbare Fallung und bei der endlichen Titration wird 
kein KMnO, verbraucht, selbst wenn das Filtrat im voraus mit 
Oxalsiure, etwa 3 mg-°/, oder darunter, versetzt ist. Es ist des- 
halb darauf aufmerksam zu machen, daB bei unserem Verfahren 
das friiher angegebene besondere Zentrifugenréhrchen von grund- 
siitzlicher Bedeutung ist. Auch nach unseren Erfahrungen versagt 
das Verfahren 6fters, wenn die iiblichen zylindrischen oder konischen 
Réhrchen verwendet werden. Der Ceriumoxalat-niederschlag, der 
bei unserer Bestimmung erhalten wird, ist sehr gering und scheidet 
sich zuerst kollvidal ab. 

Beim Arbeiten mit einem gewoéhnlichen Zentrifugenréhrchen 
lagt er sich kaum mit bloBem Auge erkennen und geht ferner 
beim Waschen durch Dekantation leicht verloren. Wenn dagegen 
das genannte Réhrchen verwendet wird, sammelt sich der Nieder- 
schlag im Divertikulum als ein gut wahrnehmbares, allerdings 
winziges Kliimpchen an und lat sich ruhig ohne Verlust waschen. 
Das Zentrifugenréhrchen dhnelt etwa dem von de Waard?’) be- 
schriebenen, aber unterscheidet sich vom letzteren in der Form 
des konischen Teils. Dieser ist nur halb so lang ausgezogen und 
geht eher schroff zum Divertikulum iiber. Dieser Umstand ist 
neben der GréBe des Divertikulums, die sich der Menge des 
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Niederschlags anzupassen hat, von wesentlichster Bedeutung fiir dic 
Form des Zentrifugenréhrchens. LEinige Belege fiir den Einflug 
der Gréfe des Divertikulums auf die Genauigkeit der Bestimmung 
seien hier wiedergegeben : 

Proben von je 2cem einer wibrigen Natriumoxalatlésung, die nach 
der Permanganattitration 4,43 mg Oxalsiure pro 100 cem enthielt, wurden 
der Mikrobestimmung nach meinem Verfahren unterworfen. Die Zentrifugen 
réhrehen hatten ein Divertikulum von verschiedenen Durchmessern, aber 
untereinander gleiche Liinge. Die Kapazitit des Divertikulums wurde durch 
Auswigen mit reinem Quecksilber bestimmt. Wie aus der Tabelle ersichtlich, 
gaben die Réhrchen mit gréBerem Divertikulum Werte, die niedriger als 
beim Divertikulum von kleinerem Kaliber lagen, was auf Substanzverluste 
beim Dekantieren hinweist. Réhrchen, dessen konischer Teil zu lang aus 
gezogen ist, ergeben ebenfalls Substanzverluste oder lassen kein vollstindiges 
Auswaschen des Niederschlages zu. 


Tabelle 1. 





— Kapasitat des Diverti- Gefundene Oxalsiure in mg-°/ 
Nr. kulums in emm 
7 6,2 4,40 4,44 4,29 
3 6,6 4,07 4,29 4,50 
8 7,1 4,29 4,32 4,29 
6 10,8 2,94 4,29 3,84 
5 13,6 3,39 3,73 3,27 














2. Thomsen gibt mit Recht an, daB die Oxalatfillung 
durch einen Uberschu8 von Fiallungsmitteln beeintrichtigt wird. 
Dies hat bereits Izumi’) beschrieben. Thomsen hat vielleicht 
den Satz iibersehen. Die Tab. 1 aus der Mitteilung von Izumi 
zeigt die Beziehung der Fiillung zur Menge der Reagens. Aus 
ihr fihrt Thomsen als Beweis der vermeintlichen Untauglichkeit 
der Methode gerade diejenigen Ziffern an, welche sich auf den 
die Oxalatfaillung abschwichenden EinfluB von _ iiberschiissigem 
Ceriumchlorid beziehen. Diese Art der Zitierung kénnte leicht 
zu Irrtiimern AnlaB geben. Nun ist es aber ebenso sicher, daB die 
Oxalsiure durch Zusatz von einer geeigneten Menge Ceriumchlorid, 
unter Einhaltung gewisser Bedingungen, gefallt und bestimmt 
werden kann. Auch Thomsen hat sich davon iiberzeugt, ob- 
gleich er andere Grenzwerte beobachtet hat als wir. Immerhin 
kann der Umstand, daB die Fallung der Oxalsiiure bei Uber- 
schuB vom Fiallungsmittel unterdriickt wird, fiir eine weitere 
Verbreitung unseres Verfahrens hinderlich sein. Seit unserer 
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ersten Verdffentlichung haben wir nach einem Ceriumsalz ge- 
sucht, welches fiir unseren Zweck besser geeignet ist. Das Er- 
cebnis werden wir mit einigen kleinen Abiinderungen der Methode 
an anderem Ort verdffentlichen. 

3. Zur Fallung wird eine 0,1°/,ige Ceriumchloridlésung be- 
nutzt. Bei der Angabe ,,1°/,“ in meiner Abhandlung, 8. 296, Zeile 8, 
handelt es sich um einen Druckfehler. Zum SchluB sei hinzugefiigt, 
daB bei der Bestimmung solch geringer Substanzmengen wie Blut- 
oxalsiiure zuverlissige Ergebnisse erst nach sorgfiltiger Kin- 
iibung der Technik, wenigstens bei uns in diesem Laboratorium, 
erhalten werden. 
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Uber die Umsetzung des Furfurols durch girende Hefe. 


Von 


Poe Liang. 





(Aus dem Chem. Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Oktober 1936.) 


Die hydrierende Wirkung von giirender Hefe ist zuerst von 
C. Lintner?) im Jahre 1910 gepriift worden. Furfurol wird dabei, 
wie Lintner und v. Liebig?) im Jahre 1911 zeigen konnten, zu 
etwa */, zu Furfuralkohol hydriert. AuSerdem wurde ein fester, 
schén krystallisierender Kérper von der Zusammensetzung C,H, ,0, 
isoliert, in dem zwei von den drei darin enthaltenen Sauerstoff- 
atomen als Hydroxylgruppe nachgewiesen wurden’). 

Fiir diese Verbindung wurden die Formeln I und II zur 
Diskussion gestellt. Die Autoren gaben der Formel I, der des 
Furyltrimethylenglykols den Vorzug, weil sie glaubten, dab 
durch sie ihr assoziatives Verhalten in Benzol besser erklirt 


werde, als durch II. 


HC——C HC——CH 

| | | | 

HC C—CH\(OH)—CH,—-CH,OH HC C—CH(OH)—CH(OH)— CH, 
_ I Ya Il 


Hiner Anregung von Dr. H. v. Liebig folgend, habe ich es 
unternommen, die Konstitutionsfrage zu kliren. Die Verbindung 
wurde in Hisessiglésung mit Bleitetracetat nach dem Verfahren 
von Criegee*) oxydiert. Es gelang, als Hauptprodukte der Reak- 
tion Furfurol und Acetaldehyd nachzuweisen und sie in Form 
ihrer 2,4-Dinitrophenyl-hydrazone in fast quantitativen Ausbeuten 
zu isolieren. Damit ist einwandfrei gezeigt, daB dem Glykol von 
Lintner und v. Liebig Formel II zukommt, eine Formel, die 
nach den Arbeiten Neubergs') iiber die carboligatische Wirkung 
der Hefe von vornherein die wahrscheinlichere war. Die Spaltungs- 
reaktion verliuft nach folgender Gleichung. 


HC——_CH HC——CH 
| —2H | | 
HC C—CH—CH—CH, ~* HC C—CHO + CH,CHO 
a atl he, tll 
O OH OH O 


Zum weiteren Beweis der Richtigkeit des Strukturbeweises 
wurde das Glykol mit Aceton kondensiert. Die Isopropyliden- 
verbindung von der Formel III stellt eine fast farblose Fliissigkeit 
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yom Siedep. 193,5—194,5° dar. Das somit in seiner Kon- 
stitution sichergestellte Furyl-methylglykol entsteht zweifellos 
durch enzymatische Hydrierung des primar aus der Kondensation 
yon Furfurol mit Acetaldehyd — dem Zwischenprodukt der alko- 


holischen Giérung — hervorgegangenen Acyloins (IV). 
HC——CH HC——-CH 
mt - 5 Ff 
HC C—CH—CH—CH, HC C—CO—CHOH—CH, 
i ea, cil 
0 O oO 0 
hie.” il 
H,C—C—CH, 


Wihrend aber Neuberg und seine Mitarbeiter als Produkte 
der Einwirkung von girender Hefe auf andere Aldehyde, z. B. 
Benzaldehyd, hauptsichlich die Acyloine gefait haben und die 
Glykolbildung stark in den Hintergrund trat®), wird das Furoyl- 
methylcarbinol so weitgehend zum @lykol hydriert, daB seine Iso- 
lierung nicht méglich ist. Dies mag in der groBen Reaktions- 
fihigkeit des dem Furankern benachbarten Carbonyls begriindet sein. 


Herrn Prof. Heinrich Wieland bin ich fiir die Anregung zu dieser 
Arbeit und fiir seinen Rat zu groBem Dank verpflichtet. 


Versuchsteil. 
Methyl-furyl-athylenglykol. Zur Bereitung des Glykols wurde 


genau nach der von Lintner und v. Liebig*) angegebenen modifizierten 
Vorschrift gearbeitet. Es wurden 30 g frisch destilliertes Furfurol zur 

Reaktion gebracht und, nachdem die Giirreaktion vollendet war, wurde 
die Reaktionsmischung sofort mit Ather erschépfend ausgezogen und dann 
scharf fraktioniert. Nach dem Abdestillieren des Athers wurde der Riick- 
stand bei 10 mm Druck destilliert. Unter 70° ging ein Vorlauf iiber; 
darauf folgte die Furfuralkohol-Fraktion, die zwischen 70 und 122° siedete 
und deren Menge 9 g betrug. Die fast farblose Hauptfraktion des Glykols, 
die hauptsichlich zwischen 125 und 127°/10 mm iiberging, erstarrte beim 
Abkiihlen von selbst. Ausbeute 6,5 g. 1,5 g von héher siedendem Material, 
das iiber 127° iiberging, zerfloB dagegen in einigen Tagen zu einem braunen 
Harz, wihrend im Kolben etwas brauner Riickstand zuriickblieb. 


Oxydative Spaltung des Glykols. 0,86 g Glykol wurden in 10 cem 
frisch iiber Bleitetracetat destilliertem Eisessig gelist, und 20 Stunden bei 
Zimmertemperatur mit 2,316 g Bleitetracetat auf der Maschine geschiittelt. 
Nachdem die Reaktion durch kurzes Erwiirmen beendet war, wurde mit 
20 cem Wasser verdiinnt. Die verdiinnte Essigsiiure-Lésung roch stark 
nach Acetaldehyd, und zeigte mittels §-Naphthylamin-acetat die Anwesen- 
heit von Furfurol. 

Zur Trennung und Identifizierung der Spaltungsprodukte wurden aus 
der verdiinnten Lisung etwa 10 cem in einem kleinen Destillations- Apparat, 
der mit eisgektihlter Vorlage versehen wurde, sorgfiltig iiberdestilliert. 
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Acetaldehyd. Destillat und Spiilwasser wurden vereinigt und mit 
1,1 g (10°/, UberschuB) von in verdiinnter Schwefelsiiure geléstem 2,4-Dj 
nitrophenylhydrazin versetzt. Ausbeute an Acetaldehyd-2,4-dinitropheny]. 
hydrazon 0,853 g = 76°/, d. Th. Schmelzpunkt nach Umkrystallisieren aus 
96°/,igem Alkohol 147,5° (unkorr.). Der Mischschmelzpunkt mit einem 
reinen Kontrollpriiparat gab keine Depression. 

Furfurol. Die im Fraktionier-Kolben zuriickgebliebene Fliissigkeit 
wurde in gleicher Weise wie oben mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin behandelt. 
Ausbeute 1,25 g = 91°/, d. Th. Schmelzpunkt nach Umkrystallisieren aus 
Eisessig 202° (unkorr.). Der Mischschmelzpunkt mit Furfurol-2,4-dinitro 
phenylhydrazon gab keine Depression. 

Aceton-Derivat des Glykols. Die Darstellung dieser Verbindung 
wurde nach Smith und Lindberg’) wie folgt ausgefiihrt: In einem 25 cem. 
Becherglas wurden 1,9 g Glykol in 6,7 cem absolutem Aceton geldst. Zu 
dieser Lésung wurden unter Kiihlung und stindigem Riihren allmiihlich 
0,64 g Phosphorpentoxyd gegeben, das mit 2,5g feinem trockenem Quar, 
sand gut vermischt war, wobei die Temperatur auf 6—10° stieg. Nach 
1/, Stunde war alles Kondensationsmittel verbraucht. 

Die tiefbraun gefiirbte Aceton-Lésung wurde nun abgelassen und die 
untere Schicht mit 5 cem Aceton gewaschen und das Wasch-Aceton mit der 
Lésung vereinigt. Dann wurde mit gegliihter Pottasche neutralisiert, wozu 
etwa 1,2 g notwendig waren. Von der Lisung, die nur noch leicht braun 
war, wurde unter gewohnlichem Druck das Lisungsmittel abdestilliert und 
der Riickstand der Fraktionierung aus dem Olbad unterworfen. Zwischen 
192—193° (711 mm) gingen 1,463 g = 60°/, d. Th. des erwarteten Produkts 
liber. Ein geringer tiefbrauner Riickstand blieb im Kolben. 

Zur vollstindigen Reinigung des Priiparates wurde das Rohprodukt 
1 Stunde lang mit 0,1 g 2,4-Dinitrophenylhydrazin gekocht, um jede vor- 
handene kleine Menge von Aceton zu binden. Das Acetonylglykol wurde 
durch Destillation wieder abgetrennt. 

Zur Analyse und Molekularrefraktions-Bestimmung rektifizierte man 
das Produkt noch zweimal. Das reine Acetonylglykol ist ein hellgelbes (I 
von charakteristischem terpenartigem Geruch, unléslich in Wasser. Siede 
punkt-. 4m = 193,5—194,5° (unkorr.). 


5,529 mg Subst.: 13,480 mg CO,, 3,82 mg HO. 
ue: OF 1 Ber. C 65,89 H 7,75 Gef. C 66,49 H 7,73 
d!7 = 1,0525, n}? = 1,45982; d!9 = 1,0506, n}* = 1,46210. 
Mol.-Ref. Ber. 47,97 Gef. 47,37, 47,66. 


Literatur. 

1. Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 33, 361 (1910). — 2. Diese Z. 72, 449 
(1911). — 3. Diese Z. 88, 109 (1913). — 4. Ber. chem. Ges. 64, 260 (1931). 
— 5. Neuberg u. Hirsch, Biochem. Z. 115, 282 (1921); Neuberg u. 
Liebermann, Biochem. Z. 121, 311 (1921); Neuberg u. Simon, Biochem. 
Z. 156, 374 (1925); vgl. auch Oppenheimer-Pincussen-Kuhn, Die 
Fermente und ihre Wirkungen, Bd. III, 1212, 1329. — 6. Biochem, Z. 125, 
610 (1922); vgl. auch Biochem. Z. 182, 285 (1927). — 7. Ber. chem. Ges. 64, 
505 (1931). 
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Darstellung von Glykosiden der Gallensaduren. I. 
Von 


Elisabeth Dane und Thomas Brady’). 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften, Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Oktober 1936.) 


Vor einigen Jahren zeigte Hermann Wieland?*), daB die 
beiden wichtigsten natiirlich vorkommenden Gallensiuren, die 
Cholsiure und die Desoxycholsiéure, in ihrem pharmakologischen 
Verhalten den Stoffen der Digitalisgruppe sehr nahe stehen. Sie 
bewirken Stillstand des isolierten Froschherzens. Eine Vagus- 
reizung liegt nicht vor, da Atropin ohne Einwirkung bleibt. Aller- 
dings haften die Gallensiiuren nicht geniigend am Herzmuskel; 
der Stillstand kann durch Auswaschen riickgiingig gemacht werden. 

Pharmakologisch ahnlich verhalten sich die zuckerfreien Stoffe 
der Digitalis-glykoside, die Aglucone oder Genine. Auch sie be- 
wirken Herzstillstand, der durch Auswaschen meist vollig beseitigt 
werden kann. In den natiirlich vorkommenden Glykosiden dieser 
Genine ist die Herzwirksamkeit erheblich gesteigert; vor allem 
kénnen diese Polyoxyverbindungen durch Auswaschen vom Herz- 
muskel nicht mehr entfernt werden. 

Ks lag daher nahe zu vermuten, dab die Kinfiihrung von 
Zuckern in die von H. Wieland untersuchten Gallensiuren auch 
deren Herzwirkung erhéhen und ihre Haftfestigkeit am Herzen 
vergréBern wiirde. Wir versuchten zuerst die Desoxycholsiure 
in ein Glucosid itiberzufiihren, da H. Wieland festgestellt hatte, 
daB deren Herzwirkung schon etwa neunmal gréBer ist als die 
der freien Cholsiure. 

Bei Sterinen, deren Konstitution mit der der Gallensiuren 
weitgehend iibereinstimmt, ist schon wiederholt die Einfihrung 
von Zuckern beschrieben worden. Die Darstellung dieser Ver- 
bindungen erfolgte nach der Methode von E. Fischer mit Aceto- 


') Dissertation Universitit Miinchen 1937. 
*) H. Wieland u. Th. Hildenbrand, Arch. f. exper. Path. 8d, 199 
(1919); H. Wieland, ebenda 86, 79, 92 (1920). 
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brom-glucose und Silberoxyd') oder auch unter Zusatz von Calciun. 
hydrid, das eine erhebliche Steigerung der Ausbeute zur Folge hat?, 

Zur Darstellung des Glucosids der Desoxycholsiéure habey 
wir die Methode von G. Zemplén*) angewandt, nach der de 
Alkohol — in unserm Fall Desoxycholsiure-methylester — mit 
Aceto-brom-zucker bei Gegenwart von getrocknetem Quecksilber. 
acetat in absolutem Benzol erhitzt wird. Wir isolierten in etwa 
25°/,iger Ausbeute ein Methylester-glucosid, das nur eine Glucose 
im Molekiil enthailt. Man kann wohl mit ziemlicher Sicherheit 
sagen, daB dabei die auch sonst bevorzugte Hydroxylgruppe an 
C, in Reaktion getreten ist. Durch Verseifung mit methylalko. 
holischer Kalilauge wurde das Desoxycholsiure-3-glucosid erhalten, 


Es ist méglich, daB sich in den Mutterlaugen noch Di-gluco. 
side finden. Vor allem hat es uns auch interessiert Glykoside 
herzustellen, die mehr Hydroxylgruppen im Molekiil enthalten, 
Wir hoffen demnichst iiber die Einfiihrung von Disacchariden in 
Gallensiuren und iiber die Darstellung von Glykosiden der Trioxy- 
cholansiure, der Cholsiure, berichten zu kénnen. 


Th. Brady dankt der National University Irland fiir ein 
Stipendium. 


Beschreibung der Versuche. 


Desoxycholsaure-methylester‘). 50 g Desoxycholsiiure werden in 
500 cem 1°/,iger methylalkoholischer Salzsiiure 45 Minuten am Riickfluf ge. 
kocht. Die Lésung wird im Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt 
und mit Ather versetzt. Beim Durchschiitteln mit verdiinnter Natronlauge 
wird eine geringe Menge nicht veresterter Sdure entfernt. Die Atherlisung 
wird gewaschen und getrocknet. Das Lésungsmittel wird abdestilliert und 
der Riickstand in Methanol aufgenommen. Der Ester krystallisiert in derben 
Nadeln. Sintern ab 80°, Schmelzp. 95—97°. Ausbeute 48 g an reinem Ester. 


4,695 mg Subst. verlieren bei 80° i. V. 0,166 mg. — 4,529 mg Subst. 
(bei 80° i. V. getr.): 12,250 mg CO,, 4,31 mg H,0. 


C,,H,,0, (406) Ber. C 73,89 H 10,34 */,CH,OH 3,79 
Gef. ,, 73,277 ,, 10,57 " 8,53. 


1!) Vgl. z. B. H. Salvay, J. Chem. Soc, 103, 1022 (1913); W. Mac Cor- 
quodale, H. Steenbock u. H. Adkins, J. Amer. Chem. Soc. 52, 2512 
(1930); O. Gisvold, J. amer. pharmaceut. Assoc. 23, 402 (1934). 

*) H. Lettré, Diese Z. 242, 210 (1936). 

5) Ber. chem. Ges. 62—67 (1929—1934). 

*) Der Ester wurde schon friiher von W. Borsche u. R. Frank 
(Ber. chem. Ges. 59, 1748 (1926); 60, 1846 (1927}] beschrieben, ohne dab die 
Darstellungsmethode genauer zu ersehen ist. 
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4,178 mg Subst. (bei 75° i. V. getr.): 11,130 mg CO,, 4,11 mg H,O. 
C,;H,:0,:1/,CH,OH (422) Ber. C 72,51 H 10,44 
Gef. ,, 72,65 ,, 10,93. 

Desoxycholsdure-methylester-3-glucosid. Kine Lisung von 20 g 
Desoxycholsiure-methylester und 20 g Acetobromglucose in 230 ccm 
absolutem Benzol wird mit 6,9g getrocknetem Quecksilberacetat 
2 Stunden unter AusschluB von Feuchtigkeit am RiickfluB erhitzt. 
Die Lésung wird wiederholt mit Wasser gewaschen und das Benzol 
im Vakuum abgedampft. Zur vollstiindigen Entfernung des Benzols 
wird zweimal mit Methanol aufgenommen und wieder abgedampft. 
Das zuriickbleibende Harz konnte durch Stehen im Hisschrank 
mit Liésungsmitteln nicht krystallisiert erhalten werden. Ks wurde 
daher die acetylfreie Verbindung hergestellt. 

Das Harz wird in 30 ccm Methanol aufgenommen, wobei eine 
sehr geringe Menge ungeliést zuriickbleibt. Man gibt etwa 2 ccm 
3,5°/,iges Natriummethylat hinzu. Nach kurzer Zeit triibt sich 
die Lésung; nach 20 Minuten wird mit methylalkoholischer Salz- 
siure neutralisiert und filtriert. (Freie Gallensiure war nicht 
vorhanden.) Der Methylalkohol wird durch laingeres Erhitzen im 
Vakuum vollstindig entfernt und der Riickstand in trocknem Aceton 


_aufgenommen. Alsbald beginnt die Krystallisation, die durch 


Stehen im Eisschrank vervollstiindigt wird. Im ganzen werden 
nach einigen Tagen 5—6 g vom Schmelzp. 125—127° erhalten. 
Unléslich in Wasser, schwer léslich in trocknem Aceton und in 
Essigester; leicht léslich in Methanol. Zur Analyse aus feuchtem 
Aceton, in dem das Glucosid leichter léslich ist, umkrystallisiert. 
Schéne rechteckige Platten vom Schmelzp. 135—136°. 
4,678 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 11,210 mg CO,, 4,02 mg H,0. 
C,,H;,0, (568) Ber. C 65,49 H 9,15 
Gef. ,, 65,34 ,, 9,54. 
Manchmal krystallisierte das Methylester-glucosid mit Lésungsmittel. 
Der Schmelzpunkt lag dann bei 125—127°. 
4,228 mg Subst. verlieren bei 80° i. Hochv. 0,201 mg. — 4,027 mg Subst. 
bei 80° i. Hochy. getr.): 9,755 mg CO,, 4,31 mg H,0. 
Gef. C 66,05 H 9,24. 
Beim Kochen mit verdiinnten Siuren spaltet das Glucosid leicht Zucker 
ab, der sich mit Fehlingscher Lésung nachweisen laBt. 


Desoxycholsdure-8-glucosid. 0,5 g Desoxycholsiure-methylester- 
slucosid bleiben mit 18 ccm 1n-methylalkoholischer Kalilauge 
iiber Nacht stehen. Man versetzt mit Wasser und engt die klare 
Lésung zur Entfernung des Methanols im Vakuum ein. Unter 


i fas 
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Kiihlung wird angesiiuert und das ausgefallene Harz in Methano| 
aufgenommen. Durch EingieBen in Kiswasser wird von anhaftender 
Mineralsiure befreit. Nach Stehen iiber Nacht im LEisschrank 
1aBt sich das Glucosid filtrieren. Es wird gut gewaschen un( 
aus wifrigem Methanol umkrystallisiert. Spitze Nadeln yon 
Schmelzp. 215—217°. Sebr schwer loéslich in Wasser, schwer 
léslich in Ather und Essigester, leicht léslich in Methanol wid 
in Aceton. 
4,280 mg Subst. (bei 20° i. V. getr.): 9,945 mg CO,, 3,45 mg H,0. 
C5,H;,0,:1/,H,O (563) Ber. C 63,94 H 9,06 
Gef. ,, 63,36 ,, 8,99. 
4,485 mg Subst. verlieren bei 45° 0,069 mg. 
Abnahme 1/,H,O Ber. 1,59 Gef. 1,54. 
4,416 mg Subst. (bei 20°, dann bei 45° i. V. getr.): 10,500 mg CO, 
3,49 mg H,O. 
C3oH,0, (554) Ber. C 64,98 H 9,03 
Gef. ,, 64,85  ,, 8,76. 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren. 
50. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Oktober 1936.) 


Uber das aus Biliansdure 
durch Salpetersiure entstehende stickstoffhaltige Oxydationsprodukt. 


(Zwei neue Bildungsweisen der Ciliansaure.) 


Biliansiure (C,,H,,0,, 1) liefert unter dem KinfluB von Salpeter- 
siure bei Zimmertemperatur ein stickstoffhaltiges Oxydations- 
produkt, dem die Formel C,,H,.NO,, zukommt und das sich 
angenahert) vierbasisch titrieren lift. Bei dem van Slykeschen 
Versuch zur Bestimmung des Amino-(Amid-) Stickstofis gab das 
Produkt, das im folgenden als Verbindung A bezeichnet werden 
soll, ein Stickstoffquantum, das 55°/, der einer NH,-Gruppe ent- 
sprechenden Menge betrug. Es war in Aussicht genommen, die 
van Slykesche Bestimmung unter Anwendung der von Plimmer 
empfohlenen Modifikation ') zu wiederholen, um so unter Umstinden 
den Stickstoff mehr quantitativ zu erfassen. Fiir die Gegenwart 
einer Siureamidgruppe sprach auch die Beobachtung, daB sich 
nach 1stiindigem Kochen der Verbindung A mit Salzsiure und 
Alkalisieren der Lésung Ammoniak am Geruch und an der 
Bliuung von Lackmuspapier erkennen lie8. Beim Erhitzen des 
Kérpers A mit Salpetersiure (D. 1,4) auf dem Dampfbad bildete 
sich in geringer Menge ein Stoff, der nach seinen Léslichkeits- 
verhiltnissen, Krystallform und Schmelzpunkt (Mischprobe) mit 
Biloidansiure (II) identisch sein diirfte. Aus all diesen Beobach- 
tungen wurde der SchluB gezogen, daB die Verbindung A eine 
Ketoamidsiure von der Strukturformel IIT darstelle (die aus Ring B 
hervorgegangenen Gruppen —COOH und —CO-NH, miiBten unter 
Umstiinden ihre Plitze tauschen.) Zugunsten dieser Formel lief 


') J. Chem. Soe. London 127, 2651 (1925). 
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sich auch anfiihren, daB die der Biliansiure nahe verwandte Keto. 
lactamtricarbonsiure C,,H,,.NO, durch Salpetersiure von Raun. 
temperatur in ganz analoger Weise verindert wird, d.h. dag 
auch hier Ketoring B unter Ausbildung einer Siureamidgrupye 
und einer Carboxylgruppe aufgespalten zu werden scheint. Die 
Entstehung des Kérpers A wurde so erklirt, daB sich zuniichst 
unter dem Kinflu8 von in der Salpetersiure enthaltener salpetriger 
Saure (Harnstoffzusatz verhindert die Reaktion!) ein Isonitrosoketon 
(Isonitrosoketo-Gruppierung: —C(: NOH)—CO— in Ring B) bildet, 
das dann in die Amidsiure umgewandelt wird }). 

Die weitere Untersuchung der Verbindung A hat nun aber 
ergeben, daB die Formel III (bzw. cine Formel, in der die beiden 
vorhin bezeichneten Gruppen die Plitze gewechselt haben) nicht 
richtig sein kann, Der Kérper A wird nimlich durch heiBe alka. 
lische Permanganatlésung in Ciliansiure ibergefihrt, also in 


eine Siure, deren Strukturformel (1[V) gut begriindet ist und dic f 


nach W. Borsche und R. Frank?®) aus Biliansiure (I) so entsteht, 
daB die in Ring B in Nachbarschaft der CO-Gruppe befindliche 
Methylengruppe zur Carbonylgruppe oxydiert wird und das so ge- 
bildete «-Diketon eine Benzilsiiure-Umlagerung erfihrt. Hine 
Siure von der Formel IV kann aber nicht aus der Amidsiure III 
hervorgehen. Es hat sich ferner ergeben, daB aus dem Korper A 
beim Behandeln mit Zinkstaub und Ammoniak eine gut krystalli- 
sierende Verbindung erhalten werden kann (sie soll mit B be- 


zeichnet werden). Diese Verbindung B ist noch stickstoffhaltig f 


und lat sich angenihert dreibasisch titrieren. Beim Kochen de: 
Kérpers B mit Salzsiure hatte es den Anschein, als ob langsam eine 
Abspaltung von Hydroxylamin (Nachweis mit Fehlingscher Lésung 
erfolgte. Es wurde deshalb vermutet, dab in dem Produkt B das Iso- 
nitrosoketon C,,H,,NO, vorliege, das, wie oben betont, als erste Stute 
bei der Bildung der Verbindung A aus Biliansiure anzunehmer 
ist, eine Vermutung, der ich gelegentlich der GieBener Physiologen- 
Tagung (1. 9. 1936) Ausdruck verliehen habe. Die spiater aus- 
gefiihrte Kohlenstoff- und Wasserstoff-Bestimmung hat aber zu der 


Formel C,,H,,.NO, fiir die Verbindung B gefiihrt. Es hat sich § 


ferner ergeben, daB der Kérper B schon fiir sich, also ohne mit Salz- 
siure gekocht zu werden, Fehlingsche Lisung reduziert (langsam 
in der Kilte, schneller beim Erwirmen) und daB er mit heiber 
alkalischer Permanganatlésung ebenso wie A Ciliansiure liefert. 


) Diese Z. 242, 81 (1936). 2) Ber. chem. Ges. 60, 723 (1927). 
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Wie ist nun auf Grund der neu erhobenen Befunde die Ent- 


| stehung der Verbindungen A und B zu erkliren? Zunichst ist 
' darauf hinzuweisen, daB bei der Umwandlung der Biliansiure in 
' den Kérper A der Ketoring C nicht beteiligt ist, wie dies auch 


schon in der letzten Mitteilung (S. 2, FuBnote 1) angenommen 


_ wurde, denn die Ciliansdéure, das Oxydationsprodukt von A und B, 
| enthilt diesen unverainderten Ring C. Ferner wird als erste Stufe 
- der Reaktion nach wie vor das Isonitrosoketon mit der Isonitroso- 


ketogruppe in Ring B (vgl. oben) angesehen werden diirfen. Man 
kénnte dann weiter annehmen, daB das Isonitrosoketon eine Art 
Benzilsiure-Umlagerung erfahrt und in eine a-Hydroxylamino- 
siure C,,H,,NO,, (Formel wie IV, nur an Stelle der alkoholischen 
Hydroxylgruppe die Gruppe: —NHOH) iibergeht. Durch Reduk- 
tion wiirde die letztere Siure die entsprechende Aminosiure 
liefern (Formel wie [V, nur an Stelle der Hydroxylgruppe die 
Aminogruppe); eine solche Aminosiure hiitte aber die Zusammen- 
setzung C,,H,.NO,; um also dem Ausdruck C,,H,,NO, (der ja 
neben C,,H,,NO, fiir die Verbindung B in Frage kommt, wenn 
auch die analytischen Daten besser auf C,,H,,NO, stimmen) ge- 
recht zu werden, miiBte man die sehr wenig wahrscheinliche An- 


- nahme machen, daB gleichzeitig mit der Reduktion eine Wasser- 


abspaltung (Bildung eines «-Lactams) einhergeht. — Eine viel 


_ gréBere Wahrscheinlichkeit besitzt daher die folgende Vorstellung. 


Das Isonitrosoketon nimmt ein Sauerstoffatom auf und geht in 
das entsprechende Isonitroketon C,,H,,NO,, (V) iiber. Zwischen 
den beiden Formeln C,,H,,NO,, und C,,H,.NO,, ist auf Grund 


24° 33 


der Analyse eine sichere Entscheidung nicht zu treffen, die ana- 


lytischen Daten stimmen aber besser auf C,,H,,NO,,. Durch die 
Annahme einer Isonitroketogruppe (—C(: NOOH)—CO—) wiirde 
das 4, saure Aquivalent der Verbindung A eine Erklirung finden: 
es muB aber hervorgehoben werden, daf an Stelle der Isonitro- 
ketogruppe auch irgendeine andere umgelagerte Gruppierung vor- 


liegen kann, denn der Kérper A lést sich zwar in Natronlauge 


mit gelber Farbe, eine einwandfreie rote Kisenreaktion lieB sich 
aber nicht feststellen. Formel V (oder unter Umstinden eine 
tautomere Formel) erklirt sehr gut den Ubergang von A in Cilian- 
siure: es wird die stickstoffhaltige Gruppe aboxydiert und es 
bildet sich das «-Diketon, das dann Benzilsiiure-Umlagerung er- 
fihrt. Auch die Bildung von Biloidansiiure (II) aus V ist leicht 
verstiindlich. Bei der Reduktion wiirde das Isonitroketon V zwei 
Sauerstoffatome verlieren und zwei Wasserstoffatome aufnehmen 
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und in das Aminoketon VI (Verbindung B) iibergehen. Das Pro. 
dukt B laBt sich, wie bereits oben erwahnt, dreibasisch titrieren, 
der Umschlag ist nicht sehr scharf; dab die basische Aminogruppe 
ihren KinfluB nicht stirker geltend macht, mag z. T. durch die 
Gegenwart von Alkohol (die Substanz wurde in 96°/,igem Alkohol 
suspendiert und mit waBriger Lauge titriert) bedingt sein; viel. 
leicht kénnte auch eine Umlagerung der Gruppe —CH(NH,)—C0O— 
in die Knolform —C(NH,)=C(OH)— mitspielen [schwach saurer 
Charakter des Hydroxyls, vgl. etwa 9,10-Aminophenanthrol '), 
DaB die Verbindung B, wenn Forme! VI fiir sie zutrifft, Fehlingsche 
Lésung reduziert, steht im EKinklang mit Angaben des Schrift. 
tums, wonach e-Aminoketone eine Reduktion Fehlingscher Lésung, 
teils in der Wirme, teils schon in der Kilte, bewirken. Bei der 
Bildung der Ciliansiure aus VI wird sich wieder zuniichst das 


Diketon bilden, das dann unter Aufnahme eines Molekiils Wasser 


umgelagert wird. 


LaBt man die Formeln V und VI fir A und B gelten, wie f 
kommt es dann, daB Verbindung A im van Slykeschen Versuch Ff 


Stickstoff entwickelt und beim Kochen mit Salzsiure Ammoniak 
bildet? Beziiglich der Stickstoffentwicklung sei darauf hingewiesen, 
daB nach friiheren, in unserem Laboratorium gemeinsam iit 
J. Reschke gemachten Feststellungen’) bei der van Slykescken 
Bestimmung von Gallensiure-Derivaten in einzelnen Fallen bei 
langerer Versuchsdauer infolge anderweitiger Reaktionen viel zu 
hohe Werte erhalten werden (bei der von Isobiliansiure sich ab- 
leitenden Aminotetracarbonsiure fast die dreifache Menge der 
Theorie). Es ist méglich, daB auf diese Weise bei Verbindungen, 
die gar keine NH,-Gruppe enthalten, die Gegenwart einer solchen 
vorgetiuscht wird, wie es offenbar auch bei der Verbindung A 
der Fall ist. DaB der Kérper A beim einstiindigen Kochen mit 
Salzsiure Ammoniak bildet, diirfte auf einem tiefergreifenden Zer- 
setzungsvorgang beruhen, zumal da die Ammoniakmenge vielleicht 
nur gering war. Geruchsprobe und Bliuung von Lackmuspapier 
waren zwar deutlich, die Nebelbildung am mit Salzsiure Dbe- 
feuchteten Glasstab aber nur unbedeutend. 


Ks erhebt sich nunmehr die Frage, ob nicht auch die aus 


der Ketolactamtricarbonsiiure C,,H,,.NO, in ganz analoger Weise § 


wie A aus Bilianséure sich bildende vierbasische Saure C, ,H,,N,0,,; 


') R. Pschorr, Ber. chem. Ges. 35, 2730 (1902). 
*) Diese Z. 216, 81 (1938); vgl. auch ebeada, 220, 68 (1938). > 
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die als eine Lactamamidsaure aufgefaBt worden war’), eine Iso- 
en, nitroketoverbindung (bzw. ein Tautomeres einer solchen) darstellt. 
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e- entsprechenden Menge) und auch sie bildet beim Kochen mit Salz- 
siure Ammoniak (nachgewiesen durch Geruchsprobe, Blaiuung von 
18 Lackmuspapier und Nebelbildung mit Salzsiiure). Die Griinde 
ef tir Stickstoffentwicklung und Ammoniakbildung kénnten die gleichen 


sein wie oben angegeben. Es ist auch friher bereits einmal ver- 
sucht worden, die vierbasische Saiure C,,H,,N,O,, (sie wurde 


') Diese Z. 242, 81 (1936). 
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damals als eine Nitroaminosiure aufgefaBt) zu reduzieren}). ks 
lieB sich zwar damals ein brauchbares Reduktionsprodukt nicht 
gewinnen, es war aber ,ein Anzeichen dafiir vorhanden, daB sich 
bei der Reduktion eine Oximgruppe gebildet hatte“ (nach Kochen 
des Produktes mit Salzsiiure usw. Reduktion Fehlingscher Lésung), 
Ks ist nach dem oben Gesagten nicht ausgeschlossen, daB eine 
o-Aminoketoverbindung entstanden war. Die Reduktionsversuche 
wurden nicht weiter verfolgt, da der spiter festgestellten Ammoniak. 
bildung”) beim Kochen mit Salzsiiure griéBere Bedeutung bei- 
gemessen wurde, sollen aber jetzt wiederholt werden. — Es be. 
steht auch die Absicht, andere geeignet erscheinende Verbindungen 
in ihrem Verhalten gegen Salpetersiiure von Raumtemperatur zu 
priifen. 


In den vorstehenden Formeln (8S. 249) ist der Rest C,H... 
COOH durch die Klammer bezeichnet. 


Beschreibung der Versuche. 


1. Herstellung des OxydationsproduktesC,,H,,NO,, (Verbindung A). 
Zu der in der letzten Mitteilung (a. a. O.) fiir die Verbindung A angegebenen 
Bereitungsweise ist noch einiges zu bemerken. Die Ausbeute an dem Stoff A 
ist schwankend, sie hingt von dem Gehalt der Salpetersiiure an salpetriger 
Siiure, von der Dauer des Versuchs, von der Temperatur des Raumes und 
wohl auch von dem Grade der Belichtung ab. Als in der heiSen Jahreszeit 
eine Probe mit einer etwas stiirker gelb gefiirbten Salpetersiiure 72 Stunden 
sich selbst iiberlassen wurde, erhielt man keine Spur von Krystallen, sondern 
nur eine schmierige, unerfreuliche Masse. Im allgemeinen laBt sich sagen, 
da8 eine Zeitdauer von 32—48 Stunden zweckmiBig erscheint, man wird 
den Versuch dann abbrechen, wenn die Gasentwicklung lebhafter geworden 
ist und die Ausscheidung einer flockig-gallertigen Masse eben begonnen 
hat. Die héchste, bis jetzt erreichte Ausbeute an der Verbindung A betrug 
52°/, der eingesetzten Biliansiure. Das Oxydationsprodukt ist, wie friiher 
beschrieben, in Ather zuniichst léslich; wenn es sich aber einmal beim 
Verdunsten des Athers krystallinisch ausgeschieden hat, ist es in diesem 
Lésungsmittel fast unldslich (bei gewohnlicher Temperatur). Der Ver- 
dunstungsriickstand, der mit Ather angerieben, abgesaugt und mit Ather aus- 
gewaschen worden ist, sieht schneeweiB aus und diirfte fiir die meisten Zwecke 
als geniigend rein anzusehen sein. Fiir die Analyse’) wurde die am Boden 
und an den Wandungen der Schale locker sitzende Krystallmasse wit 
Ather iibergossen, mit dem Spatel abgelist, abgesaugt, mit Ather gewaschen 
und bei 100° im Vakuum getrocknet. 


1) Diese Z. 196, 278 (1931). 

*)} Diese Z. 205, 77 (1932). 

’) Die in dieser Arbeit angefiihrten Mikroanalysen verdanke ich dew 
Physiologisch-chemischen Institut Leipzig. 
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4,675, 4,320 mg Subst.: 9,960, 9,210 mg CO,, 2,820, 2,590 mg H,O. — 
6.445, 5,680 mg Subst.: 0,158 (22°, 762 mm), 0,138 (23°, 751 mm) cem N. 


C,4H3,N040 Ber. C 57,92 H 7,09 N 2,82 
CesHssN O10 ”? ” 58,16 ” 6,71 9 2,83 
Gef. ” 58,12, 58,16 ” 6,75, 6,71 ” 2,84, 2,79. 


2. Oxydation der Verbindung C,,H,,NO,, (A) zu Ciliansaure. 0,5 ¢ 
des Kérpers A wurden in 10 ccm 10°/,iger Natronlauge gelést und der 
gelbgefirbten Flissigkeit 0,5 g KMnO,, heiB gelést in 10 cem Wasser, unter 
Nachspiilen mit Wasser zugegeben. Auf dem Dampfbad entfiirbte sich das 
Gemisch alsbald, nach 10 Minuten langem Erhitzen lie8 man erkalten, saugte 
vom Manganschlamm ab und siuerte das Filtrat mit Salzsiiure an. Das 
kleisterig ausfallende Oxydationsprodukt wurde durch Erhitzen wieder in 
Lisung gebracht, worauf es sich beim langsamen Erkalten krystallinisch 
(in Nadeln) abschied. Ausbeute 0,3 g. Das nochmals aus Wasser umkrystalli- 
sierte Material, das sich jetzt in Form der bekannten langen haarfeinen 
gebogenen und verfilzten Nadeln ausgeschieden hatte, schmolz unter Zers. 
bei 242° und gab bei der Mischprobe mit notorischer Ciliansiiure keine 
Depression. Fiir die Titration wurde das Material bei 115° getrocknet und 
in 10 cem 96°/, igen Alkohols gelést; Phenolphthalein. 


4,444, 4,194 mg Subst, (bei 100° i. V. getr.): 9,730, 9,180 mg CO,, 2,840, 
2,680 mg H,O. — 0,1847 g Subst.: 15,23 cem n/10-NaOH. 


C,,H,,0;9 (vierbasisch) Ber. C 59,73 H 7,10 CO.H 37,33 
Gef. ,, 59,73, 59,71 ,, 7,15, 7,15 » 812 


3. Reduktion der Verbindung C,,H,,NO,, (A) mit Zinkstaub und 
Ammoniak. 1g des Kérpers A wurde mit 2¢ Zinkstaub und 20cem 10°/, igen 
wibrigen Ammoniaks (spez. Gew. 0,960) 10 Minuten lang geschiittelt; das 
Gemisch erwiirmte sich dabei. Vom Zinkstaub wurde abgesaugt und das 
Filtrat unter Kithlung mit 20°/, iger Salzsiiure schwach angesiuert (Lackmus). 
Den weiBen Niederschlag saugte man scharf ab (ohne Nachwaschen) und 
schiittelte ihn zur Beseitigung von Zinkverbindungen kriftig mit verdiinnter 
Sodalésung. Vom Zinkcarbonat wurde abgesaugt und das neue Filtrat mit 
Salzsiiure vorsichtig wiederangesiuert. Das Reduktionsprodukt schied sich 
in Form eines steifen Kleisters aus, der scharf abgesaugt (ohne Nach- 
waschen) und nunmehr aus Wasser umkrystallisiert wurde. Es resultierten 
schéne Nidelchen, die biischel-, garben- oder sternférmig gruppiert waren. 
Mitunter schied sich beim schnellen Erkalten der Stoff gallertig aus, nach 
Wiederauflésen durch Erhitzen erhielt man ihn beim langsamen Erkalten 
der Lésung krystallinisch. Die gallertige Beschaffenheit scheint durch eine 
kleine Verunreinigung bedingt zu sein, denn das einmal krystallinisch ge- 
wordene Produkt liBt sich aus Wasser anstandslos umkrystallisieren. Die 
Ausbeute an einmal aus Wasser umkrystallisiertem Material betrug etwa 
34°/, der eingesetzten Verbindung A, mitunter war sie etwas geringer. Der 
Stoff zersetzt sich bei etwa 222° unter Bildung einer rotbraunen schaumigen 
Masse. Von dem Verhalten gegeniiber Fehlingscher Lésung war oben 
schon die Rede. Fiir die Titration wurde das Produkt bei 105—110° ge- 
trocknet (wobei eine unbedeutende gelbliche Verfirbung eintrat) und in 
10 cem 96%, igen Alkohols aufgeschwemmt; der Endpunkt war nicht sehr 
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scharf zu erkennen, was z. T. wohl auch durch die schwach gelblich-briiun. 
liche Farbe der Fliissigkeit bedingt war. 

4,344, 4,785, 4,260 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 9,880, 10,830, 
9,660 mg CO,, 2,950, 3,200, 2,870 mg H,O. — 5,295, 6,120 mg Subst. (bei 
100° i. V. getr.): 0,189 (22°, 749 mm), 0,157 (21°, 754 mm) cem N. — 0,1528. 
0,1595 g Subst: 9,58, 9,88 ccm n/10-NaOH. 


C,,H,;NO, (dreibasisch) 


Ber. C 61,91 H 7,58 N 3,01  CO,H 29,01 
C,,H,,NOQ, (dreibasisch) 
Ber. C 62,18 H 7,18 N 3,02 CO,H 29,14 


Gef. ,, 62,05, 61,75, 61,86 ,, 7,60, 7,48, 7,54 ,, 2,99, 2,96 ,, 23,22, 27,88, 


4. Oxydation der Verbindung C,,H,,.NO, (B) zu Ciliansdure. Der 
Versuch wurde unter genau den gleichen Bedingungen wie die Oxydation 
der Verbindung A vorgenommen und verlief auch in genau der gleichen 
Weise wie Versuch 2. Ausbeute an dem durch Salzsiure gefiillten und 
durch Erhitzen in krystallinische Form gebrachten Material 50°/, der ein- 
gesetzten Verbindung B. Die Substanz war etwas grau gefirbt und wurde 
2mal aus Wasser umkrystallisiert. Danach war sie so gut wie farblos und 
schmolz unter Zers. bei 242°, auch hier trat bei der Mischprobe mit noto- 
rischer Ciliansiiure keine Erniedrigung ein. 


4,401, 4,440 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 9,620, 9,720 mg CO,, 
2,830, 2,840 mg H,0. 
Cy4H,010 Ber. C 59,73 H 7,1 
Gef. ,, 59,63, 59,72 55 4,20, 7,16. 
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Der Aminozucker des Heparins. 


Von 


Erik Jorpes und Sune Bergstrém. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Karolingischen Instituts zu Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Oktober 1936.) 


Ks ist durch friihere Arbeiten sehr wahrscheinlich gemacht 
worden, daB das Heparin Howells eine Polyester-schwefelsiure 
des Chondroitins ist. EiweiBfreie Heparinpriparate haben eine 
Zusammensetzung, die an Chondroitin-schwefelsiure erinnert 
(Jorpes?)|. Der Schwefelgehalt war indessen sehr hoch. Auf 
jede Chondroitingruppe kamen mehr als zwei Schwefelsiure- 
sruppen. Ferner konnten diese Praparate in Fraktionen mit 
verschiedenem Schwefelgehalt aufgeteilt werden [Jorpes?)|. Das 
Brucinsalz der héher veresterten Fraktion, die einer Chondroitin- 
trischwefelsiure entsprach, war in Wasser schwerldslich. Diese 
Siiure hatte die stirkste Wirkung auf die Koagulation des Blutes. 
Aus den leichtléslichen Brucinsalzen konnten weniger aktive 
Heparinpraparate regeneriert werden, die einer Mono- bzw. Di- 
schwefelsiure entsprachen. Weiter zeigten die Heparinpriparate 
die fiir Esterschwefelsiuren der Polysaccharide typische Meta- 
chromasie mit Toluidinblau [Lison’)]. Die ausgesprochene Ver- 
mutung iiber die chemische Natur des Heparins wurde auBer- 
ordentlich gut gestiitzt durch den Nachweis [Bergstrém*®)]|, daB 
synthetische Polysaccharid-esterschwefelsiuren eine bedeutende 
Hemmung auf die Koagulation des Blutes ausiiben. 

Kine Identifizierung der einzelnen Komponenten dieser Pripa- 
rate konnte bei dieser Gelegenheit infolge Mangels an Material 
nicht in Frage kommen. In der Zwischenzeit hat der eine von 
uns in Zusammenarbeit mit der Firma Vitrum, Stockholm, eine 
gréBere Menge des reinen Heparins dargestellt. An diesem 
Material ist nun der Aminozucker als Glucosamin identifiziert 
worden; wir haben deshalb nicht mehr von einer Chondroitin-, 
sondern besser von einer Mucoitin-polyschwefelsiure zu sprechen. 

Die Uronsaiure des Heparins. Die Existenz der Hexuronsiure 
im Heparin ist durch die Analyse nach Tollens-Lefévre sicher- 
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gestellt. Bei der sauren Hydrolyse wird auch Furfurol entwickelt, 


Das Fehlen der Naphthoresorcin-reaktion [Charles und Scott‘) 
bedeutet nichts, denn die Technik der Probe ist sehr unsicher, 
Bisweilen haben wir eine schéne positive Reaktion mit dep 
stiirksten Heparinpraparaten erhalten, aber es ist auch vor- 
gekommen, daB die Reaktion auf Chondroitin-schwefelsiure selbst 
negativ ausgefallen ist. Die hauptsichliche Ursache des Mib- 
lingens ist, daB das Heparin gegen saure Hydrolyse duBerst 
resistent ist. Die Hexuronsiure wird bald nach dem Freimachen 
von der starken Siure zerstért. Auch die Identifizierung ihrer 
Natur wird dadurch erschwert. 

Die Hexuronsiure ist aller Wahrscheinlichkeit nach Glucuron- 
siure. Bei der oxydativen Hydrolyse mit Salpetersiure entsteht 
nimlich keine Schleimsiure, wie schon Howell nachgewiesen 
hat. Diese Probe fallt an galakturonsiurehaltigem Material regel- 
miBig positiv aus. 

Der Aminozucker. Als zweite Komponente des Heparins 
wurde mit dem Ehrlichschen Reagenz Hexosamin nachgewiesen. 
Eine quantitative colorimetrische Analyse nach Elson und Morgan 
zeigte, daB 1 Mol. Hexosamin auf 1 Mol. Hexuronsiure kommt. 
Nach Fraktionieren mit Brucin, wodurch Priparate mit ver- 
schiedenem Schwefelgehalt, zwischen 1,4 und 12,5°/, S, erhalten 
wurden, hatte das organische Geriist der verschiedenen Fraktionen 
dieselbe Zusammensetzung wie das Ausgangsmaterial. Der einzige 
Unterschied lag in dem Grade der Veresterung und damit wechselte 
auch die Aktivitit. 

Unter Beriicksichtigung des reichlichen Vorkommens you 
Heparin in den Lungen mit ihrem Knorpelgewebe lag die Ver- 
mutung nahe, daB es sich um eine héher veresterte Chondroitin- 
schwefelsiure handeln kénnte. Es hat sich nun erwiesen, dab 
der Aminozucker sogar in dem Lungenheparin Glucosamin ist. 
wodurch die recht allgemeine Verbreitung der von Levene stu- 
dierten Mucoitin-schwefelsiure im Tierkérper sichergestellt ist. 

Die Isolierung der Base setzt eine wirksame Hydrolyse 
voraus. Das Heparin ist aber sehr resistent gegen saure Hydrolyse. 
Ks geniigt nicht, einige Stunden mit 20°/,iger Salzsiure bei 100" 
zu kochen. Es ist nétig, die Temperatur des Bades sogar aul 
135° fiir 4—6 Stunden zu erhdhen oder mit konzentrierter Salz- 
siure im Wasserbad zu kochen. Ebenso verhalt sich die Chon- 
droitin-schwefelsiure. Obschon aus dieser reduzierende Gruppet 
sehr leicht entstehen, ist das Disaccharid Chondrosin fuBerst 
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Der Aminozucker des Heparins. 


resistent. Wenn man die Reduktionsfahigkeit der Lésung wihrend 
der Hydrolyse mit 7,5°/,iger (Vol.) Schwefelsiiure verfolgt, findet 
man, daB die Spaltung nach 7 Stunden abklingt, um wieder zu 
steigen, wenn man die ‘lemperatur des Bades auf 120° erhdht. 
Erst bei dieser Behandlung wird das Chondrosin gespalten und 
die Uronséiure destruiert. Wenn man diesen Umstand beriick- 
sichtigt, ist die Darstellung des Chondrosamins sehr leicht. Mit 
Hilfe dieser Erfahrung haben wir aus Chondroitin-schwefelsiure 
an krystallinischem Chondrosamin-hydrochlorid eine Ausbeute von 
61°/, der berechneten Menge erhalten. 


In mehreren Versuchen wurde aus Heparin keine Base er- 
halten. Der Stickstoffgehalt des Produkts entsprach immer dem- 
jenigen eines Disaccharids. Aber sobald die mit der Chondroitin- 
schwefelsiure gemachte Erfahrung auf Heparin angewendet wurde, 
ging die Darstellung glatt. Es wurde sogar eine Ausbeute an 


krystallinischem Glucosaminhydrochlorid von etwa 50°/, der be- 


rechneten Menge erhalten. Fiir die Hydrolyse wurde ein Priparat 
verwendet, das die gewéhnliche Zusammensetzung und Aktivitiit 
des eiweiBfreien Heparins hatte (1,54°/, N; 8,8°/, S in Ester- 
sulfaten [Jorpes?’)|. Es war nicht als Brucinsalz gereinigt. 


Versuche. 


Chondrosamin aus Chondroitin-schwefelsdure. 50 g Chondroitin- 
schwefelsiiure (2,08°/, Stickstoff) wurden in 500 cem 20°/,iger Salzsiiure im 
Metallbad von 135° wihrend 8 Stunden unter Riickflu8 hydrolysiert. Der 
Uberschu8 an Salzsiure wurde durch Destillation entfernt. Nach Ver- 
diinnen mit Wasser wurde die freigemachte Schwefelsiiure mit Barium- 
hydroxyd entfernt. Es wurde mit Tierkohle entfirbt und die Lésung im 
Vakuum zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde in etwas ver- 
diinnter Salzsiiure durch Erwirmen gelést und mehrere Volumina Methy]- 
alkohol zugesetzt. Nach Zusatz von Aceton bis zur Triibung nach Vor- 
schrift von Meyer und Palmer’) krystallisierte das Hydrochlorid. Gesamt- 
ausbeute nach Aufarbeiten der Mutterlauge und einmaligem Umkrystalli- 
sieren 9,75 g oder 61°/, der berechneten Menge. Schmelzp.: scharf 184° 
nicht korr.), (Levene 182°); [«]2° im Gleichgewicht + 96,6° (Levene 
+ 96,4°). 


Glucosamin aus Heparin. 3g reines Heparin wurden in 100 cem 
konz. Salzsiure 6 Stunden im Wasserbade unter RiickfluB hydrolysiert. Wie 
oben wurde die iiberschiissige Salzsiiure und die freigemachte Schwefel- 
sdure entfernt und die Lésung durch Tierkohle entfirbt. Nach Eindampfen 
wurde der Riickstand in 4 cem 2n-Salzsiiure durch Erwiirmen gelést und 
20 cem Methylalkohol und 100 ccm Aceton zugesetzt. Es krystallisierten 
binnen 12 Stunden in der Kite 0,343 g Hydrochlorid. Nach zweimaligem 
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Umkrystallisieren in derselben Weise und Trocknen mit Aceton wurde das 
Material analysiert. Die Krystalle waren wasserfrei. 
203—206° (Levene > 200°). Drehung einer 0,66°/,igen Wasserlésung nac}, 
5 Minuten + 87,8° und im Gleichgewicht nach einigen Stunden + 71,5°. 
Glucosamin aus Hummerschalen dargestellt und in derselben Weise krystalli. 
siert zeigte nach 5 Minuten [a]3’ + 87,2° und im Gleichgewicht + 71,6° 
(Levene + 72,5°%. Aus wasserhaltigem Methylalkohol krystallisierten 
rhombische Tafeln, fiir beide identisch. Galaktosamin hat typische, in 
Rosetten geordnete Nadeln. Stickstoffgehalt: 6,45°/, (Mikro-Kjeldah)): 
ber. 6,51 °/). 

In derselben Weise wurde 0,5 g aus dem schwerléslichen Brucinsalze 
regeneriertes Heparin mit 12,5°/, Schwefel, auf Trockensubstanz berechnet, 
hydrolysiert. Es krystallisierte 0,063 g Hydrochlorid in den fiir Glucos 
amin typischen Tafeln. Krystalle desselben Aussehens wurden erhalten 
bei der Hydrolyse von aus den leichtléslichen Brucinsalzen regeneriertem 
Heparin und auch aus einem Heparin, das aus Lungen dargestellt war. 


Zusammenfassung. 


Der Aminozucker des Heparins hat sich als Glucosamin er- 
wiesen. Das Heparin erinnert folglich in seiner Zusammensetzung 
an die Mucoitin-schwefelsiure Levenes. 

Dieses Polysaccharid ist sehr resistent gegen saure Hydrolyse, 
was zu beriicksichtigen ist, wenn man den Aminozucker dar- 
stellen will. 
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Hamogilobin und ,,leicht abspaltbares“ Eisen 
bei der Adsorption und bei der Kataphorese”). 


12. Mitteilung in der Reihe der Eisenstudien*”). 


Von 


Georg Barkan und Otto Schales. 


{Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Tartu [Dorpat], Estland.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Oktober 1936.) 


In einer friiheren Mitteilung') wurde iiber die qualitative 
frennung des ,eicht abspaltbaren“ Kisens vom Himoglobin be- 
richtet. Durch Behandlung verdiinnter Blutlésungen mit Tonerde 
gelingt es, einen groBen Teil des Himoglobins zu entfernen, 
wihrend in der Restliésung keine Verminderung des Gehaltes an 
,leicht abspaltbarem“ Eisen eintritt. Dieser Befund veranlabte 
uns, zu versuchen, auf dem bereits beschrittenen Weg der elek- 
tiven Adsorption eine quantitative Abtrennung des ,,leicht ab- 
spaltbaren* Kisens vom Himoglobin zn erreichen. 

Die fraktionierte Adsorption fiihrte, wie schon aus ‘Tab. 1 
der 8. Mitteilung') hervorgeht, nicht zu dem gewiinschten Ziel, 
denn je weiter die Verarmung der Blutlésungen an Himoglobin 
fortschreitet, um so stiirker macht sich die Affinitaét des ,,leicht 
abspaltbaren“ Kisens zum Adsorptionsmittel geltend, so daB der 
Gehalt der Restlésung an der zu isolierenden Substanz nach an- 
finglicher Konstanz ebenfalls sinkt. Diese Erscheinung steht in 
Kinklang mit der anderen Feststellung‘), daB die Bevorzugung der 
Hb-Adsorption nicht mehr geniigend zur Geltung kommt, wenn 
man bereits bei der ersten Adsorption von einer zu verdiinnten 
Blutlésung ausgeht. 

Kinen Fortschritt konnten wir nun dadurch erzielen, daf wir 
an Stelle von Blutlésungen himolysierte Blutkérperchen anwendeten, 
die vom Serum befreit und mit physiologischer Kochsalzlésung 
mehrmals gewaschen waren. Es gelang hierdurch, bereits in ein- 
maliger Adsorption die Menge Blutfarbstoff zu entfernen, zu 


*) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Ella Sachs Plotz Foundation. 
**) 11. Mitt. Diese Z. 244, 81 (1936). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIV. Is 
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— 


deren Beseitigung aus ungereinigten Blutlésungen unter song 
gleichen Bedingungen etwa drei bis vier fraktionierte Adsorp. 
tionen nétig sind (Beispiel in Tab. 1). Dieses Verfahren yer. 
wendeten wir bereits in den Versuchen der vorigen Mitteilung*), 


Tabelle 1. 
Unterschied in der Adsorption von Hb aus Blutlésungen und entsprechendey 
Liésungen von Blutkérperchen durch Aluminiumoxyd’) ,, Riedel“ bei An- 
wendung von je 5g Adsorptionsmittel auf 100ccm Lésung. Prot.-Nr. 27, 127, 
Rinderblut. 











Blutlésung 1:5 Blutkérperchen- Lsg. 1:) 








Vor bzw. nach Adsorption Hb Fe Hb | Fe 
0/,**) |Mol x 10~7/eem} °%%/, | Mol x 10~7/cem 
Unbehandelt . .. . .] 1,95 | > 0,5 1,95 > 0,5 
Nach Iimaliger Adsorption | 1,90 > 0,5 1,64 | 0,5 
Nach 3maliger Adsorption | 1,73 - 0,5 1,01 | > 0,3 


Wie die Tab. 1 aber ebenfalls zeigt, bleibt die Tatsache u- 
verindert, daB, von einer gewissen Grenzkonzentration des Himo- 
globins ab, mit fortschreitender Adsorption auch ein Teil des 
,leicht abspaltbaren“ Kisens der Bindung an das Adsorbens an- 
heimfillt. DaB hierbei sich die Fraktionen E und E’ verschieden 
verhalten, wurde in der vorigen Mitteilung*) erwahnt und in einer 
Tabelle belegt. Wir haben eine Reihe weiterer Adsorptionsmittel 
aungewandt, konnten jedoch bisher mit keinem bessere Ergebnisse 
erzielen. Eine eingehende Schilderung der Befunde eriibrigt sich 
daher. Als Beispiel sei in Tab. 2 lediglich das Verhalten der 
Blutkérperchen-Liésungen gegeniiber Bleicherde (Merck) angefiilrt. 

In weiteren Versuchen behandelten wir die Blutkérperchen- 
Lésungen nur solange mit Adsorptionsmitteln, als keine Mit- 
adsorption des ,,leicht abspaltbaren* Kisens erfolgte. Dann engteu 
wir die Restlésung im Vakuum ein (bei 30°) und brachten dadurcl 
wieder auf die anfangliche Hb-Konzentration, wobei ungefabr 
eine Verdoppelung des anfinglichen Gehaltes an ,,eicht abspalt- 
barem* Kisen resultierte. Krneute Zugabe von Aluminiumoxyé 
bewirkte aber nun nur noch eine schwiichere Beseitigung des 


*) Es handelt sich hier und in den Versuchen der 11. Mittlg. nicl 
um Al,O,, sondern jetzt wie damals um ein ,,Hydrat“, und zwar um das 
gleiche Priparat, das bereits in der 8. Mittlg. benutzt wurde. 

**) Die prozentische Hb-Angabe in den Tabellen bedeutet Gramm 
Himoglobin in 100 cem Lésung. 
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Himoglobins, waihrend eine gleichzeitige Bindung des ,,leicht ab- 
spaltbaren“ Kisens an das Adsorbens nicht verhindert werden konnte. 


Tabelle 2. 
Verhalten von Blutkérperchen-Lésungen bei der wiederholten Behandlung 


mit Bleicherde. Gewaschene Rinderblutkérperchen aus defibriniertem Blut, 
verdiimnt 1:5, bezogen auf Volumen des Ausgangsblutes. Prot.-Nr. 27, 121. 





5g Bleicherde/100 cem Lsg.}10 g Bleicherde/100 cem Lsg. 
Vor bzw. nach ES NER ARTES 
Adsorption Hb | Fe Hb Fe 
*/o | Mol x 10~‘/cem % | Mol x 1077/eem 

Unbehandelt . . .] 1,85 | > 0,5 1,85 | > 0,5 

Nach der 1. Adsorpt. | 1,44 0,4 1,06 | 0,25 
. *S 0,95 0,3 0,16 0 
i # 0,49 | 0,1 o | 0 








War friher festgestellt worden, daB die Bevorzugung der 
Hb-Adsorption dann nicht mehr zur Geltung kommt, wenn man 
einen gewissen Hb-Gehalt der Lésung im Laufe der Adsorptionen 
unterschreitet, oder auch von vornherein von zu verdiinnten 
Lésungen ausgeht, so zeigt sich nun der gleiche Effekt bei Kon- 
stanz des Hb-Gehaltes und Verdoppelung der Konzentration an 
wleicht abspaltbarem“ Eisen. Das veriinderte adsorptive Verhalten 
des Blutfarbstoffes bei seiner Konkurrenz mit dem Eisen ist ver- 
mutlich auf chemische oder physikalische Veriinderungen zuriick- 
zuttihren, die das Hb auch beim schonenden Einengen der Lisung 
erfihrt. Jedenfalls ist durch unsere Adsorptionsversuche eine mehr 
als 2fache Anreicherung des ,eicht abspaltbaren“ Eisens gegen- 
iiber dem Hiimoglobin zuniichst nicht zu erreichen. Reduktion 
des Blutfarbstoffes und anschlieBende Adsorption im geschlossenen 
System bringt keine Vorteile (vgl. Versuchsteil). Ebensowenig ge- 
lang uns eine weitere Differenzierung, wenn wir Blutkérperchen- 
Lésungen der chromatographischen Siulenadsorption unterwarfen. 

SchhieBlich wurde das Verhalten vom Himoglobin der Blut- 
ljsungen im Kataphorese-Apparat nach Theorell*) gepriift. 
Diese Versuche konnten wir im Biochemischen Institut der Uni- 
versitat Kopenhagen ausfiihren. Wir danken Herrn R. Ege auch an 
dieser Stelle herzlichst dafiir, daB er uns seine Apparaturen mit 
crobem Entgegenkommen zur Vornahme der Untersuchungen iiber- 
lie. Gleichzeitig danken wir Herrn H. Theorell-Stockholm fiir 
seine freundlichst gegebenen technischen Ratschlige. Das Ergebnis 

18* 
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der Kataphoreseversuche ist, daf bei den bisher gewihlten Ver. 
suchsbedingungen zwischen Himoglobin und ,,leicht abspaltbaren: 
Kisen keine Unterschiede in der Wanderungsrichtung und jeden. 
falls keine meBSbaren Unterschiede in der Wanderungsgeschwindig. 
keit bestehen. So schwankte beispielsweise das prozentuale Ver. 


haltnis zwischen ,leicht abspaltbarem“ Kisen und Hamoglobin, 
leicht abspaltbares“ Eisen x 100 —" 
Himoglobin—Eisen ni. 





also der Ausdruck ” 


6 verschiedenen Zellen des Kataphorese-Apparates zwischen 4,) > 
und 4,8. In dem betreffenden Versuche (Versuchsteil B. 5. Proto. f 
koll IV) variierte der Himoglobingehalt der Einzelzellen infolge [ 


der Wanderung gleichzeitig um etwa 800°/,. Beriicksichtigt man 
die Fehlerbreite der Eisenbestimmung, so kann man also von 
leicht abspaltbares Eisen“ 
- _Hiimoglobin-Eisen 

Mit anderen Worten: ,,leicht abspaltbares“ Eisen und Hamoglobin 





einer Konstanz des Quotienten sprechen, 


lassen sich bei der Kataphorese bisher nicht voneinander trennen, | 


Bei der Adsorption an Tonerde war wenigstens eine teilweise 
Trennung moéglich gewesen, und es kam sogar ein gewisser Unter. 
schied zwischen K und KH’ zur Geltung. Wie in der vorigen Mitteilung 
ferner gezeigt wurde, lassen sich dagegen Blutkatalase und ,,leicht 
abspaltbares* Eisen durch Tonerde-Behandlung glatt voneinander 
trennen. Da im iibrigen sich die Katalase vom Haimoglobin durch 
ihren isoelektrischen Punkt wesentlich unterscheidet (p,, 5,58 
gegen 6,78 beim Hb), so beweist das jetzige Verhalten im Kata- 
phorese-Versuch unabhingig vom Ergebnis der vorigen Mitteilung, 
daB das ,leicht abspaltbare“ Eisen nicht mit der Blutkatalase 
identisch ist. 

Aus dem Verhalten der Blutlésungen bei der Adsorption und 
bei der Kataphorese schlieBen wir, dab das , leicht abspaltbare’ 
Eisen seiner Natur nach, obwohl vom Blutfarbstoff verschieden, 
doch in naher Verwandtschaft zu ihm stehen muB. Auf eine 
ihnlichen Bau weist auch die den Him-Verbindungen eigene 
Affinitat der Fraktion E des ,,leicht abspaltbaren“ Eisens 21 
Kohlenoxyd hin. Schon friiher war gezeigt worden‘), daB fiir K i 


Gegenwart von Sauerstoff und Kohlenoxyd wie fiir Hb die ,,Ver 


, , : O, E — ‘ 
teilungsgleichung“ gilt: OE _ konstant 22 Moglicherweise handelt 


COE CO’ 
es sich um Verbindungen, deren EiweiBtriger iibereinstimmet. 
Dies kénnte das Fehlen merklicher Unterschiede bei der Kata- 
phorese verstindlich machen. Unterschiede in den prosthetischet 
Gruppen miBten dann einerseits fiir die festere Bindung de 
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| Kisens im Hamoglobinmolekiil und andererseits fiir die gréBere 


,relative* CO-Affinitét beim ,leicht abspaltbaren“ Kisen ver- 
antwortlich sein. Letzteres gilt fiir die Fraktion E. Dagegen 


j reagiert KE’ — wenigstens bei Atmosphirendruck — nicht nach- 


weislich mit CO. Zur Erklirung des verschiedenen Verhaltens von 
E und E’ kénnte man an Unterschiede in der Valenz des Fe bei 


| den beiden Fraktionen des ,,leicht abspaltbaren“ Eisens denken. 


Versuchsteil. 


A. Adsorptionsversuche. 
1. Herstellung der Blutkorperchen-Losungen. Die Blutkérperchen- 


- Lésungen wurden aus defibriniertem Rinderblut erhalten, das durch Zentri- 


 fugieren vom Serum befreit und anschlieBend 3mal mit 0,85°/, iger Natrium- 


chloridlésung gewaschen wurde. Der Blutkérperchen-Brei wurde durch Zusatz 


yon destilliertem Wasser himolysiert, dann wurde von den Zelltriimmern 
_ abzentrifugiert. Es wurde soviel Wasser zugegeben, daB das 5fache Volumen 


Sree 





des Ausgangsblutes resultierte. 


2. Bestimmung des Hamoglobingehaltes. Den Hb-Gehalt der 1:5 


_ verdiinnten Lésungen ermittelten wir wie in der 11. Mitteilung photometrisch 
nach Heilmeyer®), wobei die Konzentrationsverhiltnisse stets so gewiblt 
- wurden, daB die Bestimmungen im giinstigsten MeBbereich des Photometers 
-vorgenommen werden konnten. 


3. Bestimmung des ,,leicht abspaltbaren“ Eisens. Um bei den 


- auberhalb vorgenommenen Untersuchungen die Eisenbestimmungen un- 
_abhingig von der Méglichkeit zur Ultrafiltration durchfiihren zu kénnen, 


wurde ein Fallungsverfahren mit Trichloressigsiure benutzt*). Wir ver- 
setzten die Blutkérperchen-Lésungen mit dem halben Volumen 1,2°/,iger 


’ Salzsiiure und belieBen etwa 16 Stunden (meist iiber Nacht) im Brutschrank 
bei 38°. Die EnteiweiBung erfolgte anschlieBend durch Zusatz von ebenfalls 
dem halben Volumen (bezogen auf Ausgangsvolumen der zu analysierenden 
 Lésung) 20°/,iger Trichloressigsiure. Vom Niederschlag wurde nach 1stiin- 
-digem Stehen durch Schwarzbandfilter Nr. 589 (Schleicher & Schiill) ge- 
'trennt, die infolge ihrer Vorbehandlung mit Salzsiiure eisenfrei sind. Die 
’ Eisenbestimmung erfolgte dann colorimetrisch nach der Rhodanidmethode 
ebenso wie friiher bei den durch Ultrafiltration enteiweiBten Liésungen. 
_ Vergleichende Priifungen, bei denen ein Teil des Ansatzes durch Ultra- 
' filtration, ein anderer Teil durch Trichloressigsiiure enteiweift wurde, er- 
‘gaben gleiche Eisenwerte. 


Um einen geringen Eigengehalt der Trichloressigsiure an Eisen zu 


+ kompensieren, setzten wir den Testreihen, nachdem die abgemessene Menge 
» Eisenlésung durch Zusatz von 0,3°/,iger Salzsiiure auf 0,5 cem gebracht war, 
noch 0,5 cem einer 10°/,igen Lésung von Trichloressigsiure in 0,3°/,iger 
 Salzsiiure zu. Dadurch erhielten die Eisenlésungen der Testreihe ebensoviel 


*) In einer Form, in der es sich namentlich zur Bestimmung im Serum 


} und Plasma bewihrt hat, wird das Verfahren demnichst an anderer Stelle 
 Veroffentlicht werden. 
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Trichloressigsiure und die gleiche Salzsiiurekonzentration, wie die zu an; ily- 
sierenden Ansiitze. 

4. Durchfihrung der Adsorptionen. Die Blutkérperchen-Lisunge, 
wurden 5 Minuten lang in Erlenmeyer-Kélbchen mit dem Adsorptions. 
mittel geschiittelt, dann 5 Minuten stehen gelassen und zentrifugiert. Dure} 
Zeitversuche tiberzeugten wir uns davon, daB auch eine 12mal Linger 
Schiitteldauer keine Mehrbindung von Himoglobin bewirkt. 

Zu den Adsorptionsversuchen mit den reduzierten Blutkérperchen. 
Lésungen benutzten wir eine einfache geschlossene Apparatur. Sie bestand 
aus 2 Rundkolben, die durch ein weites umgekehrtes V-Rohr verbundey 
waren. In den einen Kolben, der ein seitlich eingeschmolzenes Kinleitungs. 
rohr besa, das bis zum Boden reichte, gaben wir die zu reduzierende Blut. 
kérperchen-Lésung. Durch das Einleitungsrohr lieBen wir Wasserstoff perlen, 
der die Lésung passierte, dann durch das Verbindungsrohr, das bis zum 
Boden des zweiten Kolbens fiihrte, iiber das dort befindliche Adsorptions. 
mittel strich und schlieBlich durch einen Hahn am Kolbenhals entweichen 
konnte. Wenn alles Oxyhiimoglobin reduziert war, schlossen wir die Hiihne 
der Gas-EKinleitung bzw. -Ableitung und brachten durch Kippen die Blut 
kérperchen-Lésung zum Adsorptionsmittel. Dann wurde in der Wasserstof: 
Atmosphire 5 Minuten lang geschiittelt und wie iiblich weiter verarbeitet. 
Die Adsorptionsverhiltnisse fiir Hb sind in den reduzierten Lésungen nur 
wenig verindert, die Bevorzugung der Hiimoglobin-Adsorption gegeniiber der 
Bindang des leicht abspaltbaren“ EKisens kommt nicht mehr so ausgepriict 
zur Geltung. Beispiel in folgender Tabelle (Prot.-Nr. 27, 126): Behandlung 
einer reduzierten Blutkoérperchen-Lésung, verdiinnt 1:5 mit Aluminiumoxyd 
»iedel“, 5g auf 100 cem Lésung. In der Tabelle sind die mit der nicht 
reduzierten Lésung erhaltenen Werte eingeklammert (vgl. Tab. 1). 





r¢ , — Hb Fe 

Vor bzw. nach Adsorption 0, Mol x 10—7/eem 
Unbehandelt . . . . . | 1,95 > 0,5 

Nach der 1. Adsorption . | 1,62 (1,64) 0,4 = (0,5) 








Nach der 2. Adsorption . | 1,04 (1,01) | > 0,2 (> 0,3) 


5. Chromatographische Saulenadsorptionen. Wir verwendete: 
Siulen yon 2 em Durchmesser und 15—20 em Hohe. Als Fiillung diente 
Aluminiumoxyd nach Brockmann, Floridin-Bleicherden, Bleicherde Merck 
u. a. Kine Zonenbildung konnte nicht festgestellt werden. 


B. Kataphoretische Versuche. 


1. Apparatur. Benutzt wurde der Theorellsche Apparat fiir Unter 
suchungszwecke nach der yon Theorell*) angegebenen Arbeitsvorschrift 
Die Hartgummischeibe mit den Anhingen befand sich zwischen den Zellen® 
und 4, die Blutkérperchen-Lésungen fiillten das U-Rohr vom oberen Rané 
der Zelle +4 bis zum oberen Rand der Zelle — 4. Die Bezifferung det 
Zellen erfolgte stets von oben nach unten. Die benutzten Phosphatputier 
fiir die ElektrodengefaBe usw. waren n/60-Lésungen. Um Wirbelbildunge: 
méglichst zu vermeiden, blieben wir unter der von Theorell angegebened 
Stromstirke von 5mA und arbeiteten mit 2,6—3,1 mA. 
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2. Blutkorperchen-Losungen. Wir benutzten fiir die Kataphoresen 
aussehlieBlich Kaninchenblut. Es wurde aus der Ohrvene entnommen und 
durch Liquoid ,,Roche“ vor dem Gerinnen geschiitzt. Durch Zentrifugieren 
wurde das Plasma von den jeweils gemessenen Blutmengen abgetrennt; der 
Blutkérperchen-Brei wurde dann 3mal mit isotonischer Natriumchlorid- 
Lisung gewaschen und durch Zusatz von dest. Wasser himolysiert; von 
den Zelltrimmern wurde abzentrifugiert. In ein 50 eem-Mebkélbchen gaben 
wir dann 12,5cemn/15-Puffer vom gewiinschten py, setzten die Blutkérperchen- 
Lisung zu und fiillten bis zur Marke mit destilliertem Wasser auf. 

8. Die Hamoglobin- Bestimmungen. Die quantitativen Hiimoglobin- 
Bestimmungen erfolgten in den Ausgangslésungen sowie in den Zellinhalten 
wieder auf photometrischem Wege (vgl. folgendes Prot. IV). Die durch 
Kreuze angedeuteten Hb-Werte im Protokoll I—III sind nur ungefiihre Ver- 
gleichswerte, wobei sich die Konzentrationen annihernd wie die Zahl der 
Kreuze verhalten. Sie wurden so gefunden, da wir feststellten, auf das 
wievielfache man eine Probe der einzelnen Zellinhalte nach Siiurezusatz 
verdiinnen muff, damit etwa die gleiche Farbtiefe resultiert, wie im un- 
verdiinnten Ansatz der Hb-iirmsten Zelle nach Siurezusatz, Dementsprechend 
sind die diesbeziiglichen Ergebnisse der folgenden Protokolle ]—III nur 
gu qualitativer, nicht aber zu quantitativer Aussage in strengem Sinne zu 
verwerten. In den Protokollen I—III bedeutet das Minuszeichen in den 
Hb-Spalten, daB in den betreffenden Zellinhalten Hb-Fiirbung vermiBt wurde. 

4. Bestimmung des ,,leicht abspaltbaren“ Eisens. Sie erfolgte in 
der gleichen Weise, wie oben angegeben, durch Zusatz von 1,2°/,iger Salz- 
siiure, Stehen im vatechrenk, Zugabe von Trichloressigsiiure, Filtration usw. 

Bei der Herstellung der Testreihe mufte aber diesmal auch die durch 
Anwendung von Puffern verursachte Phosphatkonzentration in den Ansiitzen 
beriicksichtigt werden. Wir stellten deshalb eine Mischung her aus: 

2,5 cem 1,2°/,iger HCl 

2,5 eem 40°/,iger CCl,- COOH 

5,0 cem n/1! 5-Pafferlésung 
und gaben jeweils 0,5 cem dieser Mischung zu den mit 0,3°/,iger Salzsiure 
auf 0,5 cem gebrachten Kisenlésungen der Testreihe. Dadurch erzielten wir 
den gleichen Gehalt der Eisenlésungen der Testreihe an Salzsiiure, Tri- 
chloressigsiiure und Phosphat, der auch in den filtrierten Ansiitzen vorliegt. 

Fiir die Ansiitze wurden mittels kleiner Pipetten abgemessene Mengen 
der einzelnen Zellinhalte entnommen. Mit 1,2 cem lieBen sich noch bequem 
Kisenbestimmungen vornehmen. 

5. Protokolle. I. py = 7,38. Temp. 26,0°. Stromstiirke 3 mA. 
Versuchsdauer 3'/, Stunden. Blutkérperchen-Lésung entsprechend 10 cem 

Blut auf 50 cem. Hiimoglobingehalt der Liésung 2,2°/). 


y : Bis Fe 
Zelle | Hb-Gehalt Mol x 10—7/eem 





Fe 


Zelle | Hb-Gehalt Mol x 1077/eem 

















+ - 0 — 1 -- 0 
+ 2 _ 0 — 2 = 0 
+ 3 + 0,1 — i — 0 
+4] +++ 0,5 —4 ++ 0,2 


“rgebnis: Hb und ,,leicht abspaltbares“ Eisen wandern gleichsinnig. 
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Il. py = 6,46. Temp. 25,0°. Stromstiirke 2,6 mA. Versuchsdauer 18 Stundep, 


Blutkérperchen-Lésung entsprechend 20 ccm Blut aut 50 cem. Himoglobin- 
gehalt der Lésung 8,2°/,. 





ee, I 








7 Mo Fe | In. Fe 
Zelle Hb-Gehalt Mol x 10~7/eem Ze lle Hb Gehalt Mol x 10~7/cem 
+1 — 0 —1 ~ 0 

+2 _ 0 —2 ++ 0,2 

+38 + < 0,1 ~% +++ 0,5 

+4 ++ 0,2 —4 +++ 0,7 

















Ergebnis: Hb und ,,leicht abspaltbares“ Eisen wandern gleichsinnig. 


Ill. py = 6,97. Temp. 25,0°. Stromstiirke 3 mA. Versuchsdauer 19 Stunden. 
Blutkérperchen-Lésung entsprechend 20 ccm Blut auf 50 cem. Hiimoglobin- 
gehalt der Lisung 3,6 °/). 





Zelle | Hb-Gehalt Fe 


Mol x 107 7/cem 


Fe 


Mol x 10~‘/eem Zelle | Hb-Gehalt 


oo 

















+ 0.1 —1 _ 0 
+ 2 +++ 0,5 —2 — 0 
+3 +++ 0,7 — 3 ~ 0 
+ 4 +4 4 0,8 — 4 _ 0 


Ergebnis: Hb und ,,leicht abspaltbares“ Eisen wandern gleichsinnig. 


IV. py = 6,81. Temp. 26,0°. Stromstirke 3,1 mA. Versuchsdauer 20 Stunden. 
Blutkérperchen-Lésung entsprechend 14 ccm Blut anf 50 cem. Hiimoglobin- 
gehalt der Lisung 2,75 °/). 





Zelle Hb-Gehalt Fe Zelle Hb-Gehalt Fe 
iP Mol x 10~7/eem | “~~ , Mol x 10~“/cem 
+1 0 0 — | 0 0 
+2 0 0 — 2 0 0 
+3 1,09 0,3 a 0,34 0,1 
+4 2,62 0,7 ~ i 2,04 0,5 
+5 2,73 0,7 =: 2,45 0,6 

















Ergebnis: In diesem Versuch ist der Wanderungseffekt geringer als bei den 
vorhergehenden Kataphoresen, weil die Wasserstoffionen-Konzentration nahe 
beim isoelektrischen Punkt des Hb (6,78) gewiihlt wurde. Das Verhiiltnis 
von Haimoglobin zu ,,leicht abspaltbarem“ Eisen bleibt nahezu véllig konstant. 


Zusammenfassung. 


1. Es gelang nicht, die friiher mittels elektiver Adsorption 
erzielte qualitative Trennung von Blutfarbstoff und ,leicht ab- 
spaltbarem“ Eisen quantitativ zu gestalten. 
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len. 2. Bei der Untersuchung im Kataphorese-Apparat nach 
‘in- JF heorell zeigen der Blutfarbstoff und das ,leicht abspaltbare“ 
Eisen den gleichen isoelektrischen Punkt und anniihernd die 
gleiche Wanderungsgeschwindigkeit. 


m - 3. Aus dem Verhalten bei der Adsorption und bei der 
Kataphorese wird im Zusammenhang mit den friiheren Beob- 
achtungen tiber die Gasbindung auf Ahnlichkeiten im Bau des 
Blutfarbstoffes und des ,leicht abspaltbaren* Eisens geschlossen. 
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Uber die Selbstinaktivierung der Auxine a und b. 
24, Mitteilung iiber pflanzliche Wachstumsstoffe?, 


Von 


Fritz Kégl, C. Koningsberger und Hanni Erxleben. 
Mit 8 Figuren im Text und auf Tafel T. 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Oktober 1936.) 


Wir haben in friiheren Mitteilungen dieser Reihe wiederholt 
darauf hingewiesen, daB die Auxine a und b auch in reinem 
krystallisiertem Zustande die physiologische Aktivitait spitestens 
im Verlaufe einiger Monate vollig einbiiBen. Bei Auxin-a hatte 
eine orientierende Untersuchung’) gezeigt, daB diese fiir die Arbeit 
sehr lastige Selbstinaktivierung auch nicht vermieden werden 
konnte, wenn die Priparate im Hochvakuum und im Dunkeln 
aufbewahrt wurden. Die freiwillig verlaufende Umsetzung hatte 
ein Stoffgemisch ergeben, aus dem ein Produkt mit der konstanten 
Drehung [a]?* = — 5,81° isoliert werden konnte, das nach Analyse 
und Molekulargewichtsbestimmung mit Auxin-a isomer ist und 
im folgenden Pseudo-auxin-a, genannt wird. Aus der Mutterlauge 
dieser Verbindung lieB sich noch ein rechtsdrehendes Krystallisat 
isolieren, wobei allerdings nicht mehr festgestellt werden konnte, 
ob die Drehung dieses ,,Pseudo-auxin-a,“ bei weiterem Um- 
krystallisieren unveriindert bleibt. Beide Pseudo-auxine besafien 
noch die Doppelbindung (Gelbfirbung mit Tetranitromethan) und 
die freie Carboxylgruppe (Reaktion gegen Lackmus). Auffalliger- 
weise war die bei Auxin-a durch die Bildung des 6-Lactons ver- 
ursachte Mutarotation bei den Pseudo-auxinen nicht zu beobachten. 
Wir nahmen an, daf die Selbstinaktivierung durch Wanderung 
der Doppelbindung und daneben durch sterische Umlagerungen 
verursacht wiirde. 


I, Die Konstitution der Pseudo-auxine a. 


Nachdem in unserer 10. Mitteilung*) die Konstitution (I) von 
Auxin-a auf analytischem Wege begriindet und durch die Synthese 


') 23. Mittlg. Diese Z. 243, 209 (1936). 
*) 5. Mittlg. Diese Z. 216, 33 (1933). } Diese Z. 227, 51 (1934). 
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Aufgabe, auch die freiwillig verlaufende Isomerisierung zu den 
Pseudo-auxinen mit dem Konstitutionsbild in Einklang zu bringen. 
Wenn die Inaktivierung in der Tat durch eine Wanderung der 
Doppelbindung verursacht wurde, lag es nahe, in erster Linie an 
ein Verspringen zu den benachbarten tertiiren C-Atomen im Ring 
zu denken, wobei die der Formel III entsprechende Lage der 
Doppelbindung z. B. fiir Pseudo-auxin-a, in Frage kime, Ks 


CH, 
| a : a a, 
\to/ fe he fe oy ) ye 
COOH CH.—Con CO COOH HOOC COOH 
I Auxin-a If Auxin-glutarsiure 
CH, 
| te | bs | 
= ee lat 
ii 
_4 co + cH cH _ av O 
Con CH—Con Cog COOH H,C— COOH 
III IV 


wire dann allerdings nicht verstiindlich, warum das physiologisch 
inaktive Produkt keine Mutarotation zeigt, also kein 6-Lacton 
mehr bilden wiirde. Bei der Permanganat-Oxydation sollte aus 
einer Verbindung der Formel III die Keto-carbonsiiure IV ent- 
stehen. In Wirklichkeit erhielten wir jedoch Auxin-glutarsiure (I), 
was darauf zu weisen schien, daB die Doppelbindung noch den 
gleichen Platz einnahm wie in Auxin-a selbst. Jedenfalls war 
damit aber bewiesen, daB bei der Selbstinaktivierung im Bezirk 
der 11 Kohlenstoffatome, welche auBer den beiden Carboxylen 
in Auxin-glutarsiure anwesend sind, keine Veriinderung auf- 
getreten ist. 

In diesem Stadium der Untersuchung haben wir uns die 
Frage vorgelegt, ob die Doppelbindung in den aktiven Auxinen 
tatsichlich zwischen den C-Atomen « und ¢ liegt, wie wir das 
bisher auf Grund des Abbauergebnisses mit soda-alkalischem 
Permanganat angenommen hatten. Es schien nimlich nicht ganz 
ausgeschlossen, daB die Doppelbindung erst unter dem Hinflub 
des Alkalis von einer anderen Stelle des Ringes nach s—{ ver- 
springt. Wir haben deshalb zur Kontrolle Auxin-a-lacton in 
Chloroformlésung mit Ozon abgebaut; da die Trennung der zu 
erwartenden Spaltungsprodukte wegen des kleinen Ansatzes wenig 


') Diese Z. 235, 181 (1935). 
a, 
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Aussicht bot, haben wir das Reaktionsprodukt nach der Zersetzung 
unmittelbar mit sodaalkalischem Permanganat weiter oxydiert, 
Bei dieser Arbeitsweise war ein ,,Verspringen“ der Doppelbindung 
ausgeschlossen; wir erhielten jedoch auch in diesem Falle Auxin- 
glutarsiure, und zwar in einer Ausbeute von 39°/, d. Th. 

Von Auxin-a ist vor einigen Jahren im Physikalischen Labora- 
torium der I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld, das Ultra- 
violettspektrum nach der Methode von Hartley-Baly aufgenommen 
worden. Es wurde keine charakteristische Bande gefunden, die 
Absorption begann erst unterhalb 245 mu. Von Auxin-b lagen 
bisher keine Messungen vor. Zur Aufklirung der Selbstinakti- 
vierung der Auxine schien es von Wichtigkeit, den Verlauf dieser 
merkwiirdigen Reaktion auch durch die Bestimmung der Ultra- 
violettabsorption zu verfolgen. 

Die Spektren wurden nach der lichtelektrischen Methode von 
R. Pohl?) bestimmt. Auxin-a zeigte, wie nach der friheren 
Messung und insbesondere auch nach der chemischen Konstitutions- 
erforschung zu erwarten war, keine charakteristische Absorption 
zwischen 230 und 400 mu. Das betreffende Priparat wurde in 
Abstiinden von 1—2 Wochen physiologisch ausgewertet und gleich- 
zeitig die Absorption untersucht. Es zeigte sich, daB das all- 
mahliche Verschwinden der physiologischen Wirksamkeit nicht 
mit Anderungen in der Ultraviolettabsorption einhergeht. Zum 
Vergleich wurde auch das durch fraktionierte Krystallisation 
aus dem urspriinglichen Stoffgemisch isolierte Pseudo-auxin-a, 
({a@]?° = — 6,0°) spektroskopisch untersucht; es zeigte erwartungs- 
gemiB keine Absorption, selbst nicht in einer Konzentration von 
500 mg pro Liter. Das Studium der Ultraviolettspektren hat 
somit zuniichst keine neue Einsicht in das Problem der Selbst- 
inaktivierung gebracht; immerhin war das Ausbleiben spektro- 
skopischer Verinderungen bei der Beurteilung der Verhiltnisse 
zu beachten. 

Nachdem bisher die Abbauversuche von Auxin-a zu dem 
Ergebnis gefiihrt hatten, daB die Lage der Doppelbindung bei 
der Selbstinaktivierung anscheinend nicht betroffen wird, muBte 
auch die analoge Reaktion von Auxin-b in Betracht gezogen 
werden; diese verlauft unter véllig gleichen auferen Bedingungen, 
so daf man geneigt sein wird, in beiden Fallen denselben Reak- 
tionsmechanismus anzunehmen. Da sich die beiden Auxine nur 


') Vgl. Naturw. 15, 483 (1927). 
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durch die verschiedenartige Substitution an den Kohlenstoff- 
atomen @ und f# unterscheiden, bleibt als gemeinsamer Bezirk 
fir die Umwandlung in die Pseudo-Reihe nur das Gebiet zwischen 
dem y- und dem ¢-C-Atom. Diese Beschrinkung und insbesondere 
auch das Ausbleiben der Mutarotation, welches auf eine Ver- 
inderung am d-C-Atom weist, brachten uns dazu, die Selbst- 
inaktivierung als Allylumlagerung 
(CH,=CH—CH(CH,)—X —-»> CH,X—CH=CH-CH,) 


aufzufassen. Diese hauptsiichlich bei Halogeniden studierte Um- 
lagerung spielt auch bei den uns hier interessierenden Alkoholen 
eine Rolle; es ist allerdings darauf hinzuweisen, da sich die 
Allylumlagerung im allgemeinen erst bei chemischen Umsetzungen 
geltend macht und zumeist nicht nur in einer Richtung verliuft’). 
Fiir unseren Fall ist besonders die folgende Allylumlagerung in 
der Indenreihe?) von Interesse: 


i a 
ae ae. CH > ry r<¢, H, 
NZ or — NNN Os 
| 
a C,H, 
Xx OH, 


(X = OH oder H) 


Formulieren wir nun die Selbstinaktivierung von Auxin-a 
im Sinne einer Allylumlagerung, so ergibt sich folgendes Bild: 





i 
\\2 H # 
Poa ee 7 ‘ CH-CH, -cH Cart ‘OOH 
i / HOY V 
H Ho 
Of TCH Cop Coy COOH re a 
Auxin-a "i \e OH el 
/ H a 


VI Pseudo-auxine a 


) Vgl. u. a. Gillet, Bull. Soe. chim. Belg. 31, 366 (1922); R. Locquin, 
C. r. Acad. Sci. 174, 1711 (1922); F. Straus u. M. Ehrenstein, Liebigs 
Ann. 442, 93 (1925); K. Ziegler, K. Richter u. B. Schnell, Liebigs Ann. 
443, 161 (1925); H. Wieland u. M. Kotake, Liebigs Ann. 444, 77 (1925), 
Umlagerung von Codein in Pseudocodein!; H. Burton u. C. K. Ingold, 
J. Chem. Soc. 1928, 904; C. Prévost, Ann. chim. 10, 113, 147, 356 (1928); 
C. r. Acad. Sei. 187, 1052 (1928); C. Prévost u. A. Kirrmann, Bull. Soe. 
chim. France 49, 194 (1931); A. Kirrmann u. R. Rambaud, C.r. Acad. 
Sci. 194, 1168 (1982). 

*) C. F. Koelsch, J. Amer. Chem. Soc. 56, 1337 (1934). 
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Diese Hypothese ist nun in der Tat imstande, verschiedene 
Befunde ungezwungen zu erkliren: 

1. Die Bildung von zwei inaktiven Isomeren. 

2. Das Ausbleiben der Mutarotation bei den Pseudo-auxinen, 

3. Die Bildung der Auxin-glutarsiure bei der Oxydation mit 
Permanganat, die friiher auf die unverinderte Lage der Doppel- 
bindung zu weisen schien. Es ist jedoch einleuchtend, da ans 
dem intermediér zu erwartenden Acyloin (VII) durch weitere Oxy- 
dation Auxin-glutarsiure (II) entsteht. 


| al “, 
~ 
~ 


a = 2 
sat H a / O 
OH 

4, Das Ausbleiben spektroskopischer Verinderungen; Auxii-a 
und Pseudo-auxin-a, zeigen, wie erwilnt, keine Absorption zwischen 
230 und 400 mu. In der Tat wird die Wanderung der Doppel- 
bindung von e—{ nach d—<« keinen HinfluB auf das Spektrum 
ausiiben. 

Bei Pseudo-auxin-a, wurde allerdings eine geringe und wenig 
charakteristische Absorption ab 300 my beobachtet. Wir méchten 
diesem Befund jedoch keine besondere Bedeutung zumessen, da 
die betreffenden Krystallisate von Pseudo-auxin-a, nur in wenigen 
Milligrammen vorlagen, so dab ihre Reinheit zweifelhaft ist. 

Obschon die Auffassung der Selbstinaktivierung als Allyl- 
umlagerung unsere Befunde véllig zu erkliiren vermag, mub doch 
noch darauf verwiesen werden, dai wir fiir den freiwilligen und 
vollig einseitigen Verlauf der Reaktion kein Analogon in der 
Literatur gefunden haben. Uber die Energieverhiltnisse des 
Cyclopentensystems im Vergleich zu jenen entsprechender Ver- 
bindungen mit semicyclischer Bindung ist fast nichts bekannt’); 
es wiire wiinschenswert, daB die Verbrennungswirmen geeigneter 
Modellsubstanzen bestimmt wiirden. Wir beabsichtigen, auf die 
einschligigen Fragen im Laufe unserer synthetischen Untersachangen 
noch zuriickzukommen. 

Der endgiltige Beweis fiir die Konstitution der Pseudo-auxine 
muBte natiirlich durch den Abbau erbracht werden; die hierfiir 


') Vel. W. Hiickel, Der gegenwiirtige Stand der Spannungstheorie, 
Verlag Gebr. Borntriiger, Berlin 1927, u. zw. 8. 51; ferner W. Hiickel, 
Theoretische oye undlagen der organischen Chemie, Akad. Verlagsges. Leipzig, 
1934, 1. Bd., S. 72; vgl. auch J. Béeseken u. J. Staurman, Akad. Wetensch. 
Amsterdam , 2 (1936). 
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erforderliche Materialmenge konnten wir erst in der letzten Zeit 
beschatten. Es gelang nunmehr, durch den Ozonabbau von reinem 
Pseudo-auxin-a, das theoretisch zu erwartende Acyloin (VII) in 
Form des krystallisierten p-Nitrophenylhydrazons C,,H,,O,N, zu 
isolieren. 
II. Die Umwandlung von Auxin-a in -b 
und die Konstitution der Pseudo - auxine b. 

Fiir die Arbeiten der letzten Jahre haben wir hauptsichlich 

Auxin-a verwendet, da uns fiir die Darstellung von Auxin-b nicht 


jederzeit eine geeignete Malzsorte zur Vertfiigung stand. Wir 


haben nun nach dem friiher beschriebenen Verfahren!) wiederum 
29mal Auxin-b dargestellt, um dessen Ultraviolettspektrum und 
seine eventuellen Anderungen wihrend der Selbstinaktivierung zu 
untersuchen. In einem Vortrag”) wurde ferner bereits mitgeteilt, 
dab wir durch Destillation von Auxin-a-lacton mit Kaliumbisulfat 
ein Krystallisat erhalten haben, das nach dem Schmelzpunkt des 
Semicarbazons, der leichten CO,-Abspaltung und der gleichen 
physiologischen Aktivitat fiir identisch gehalten wurde mit Auxin-b: 





SUE alla 
wl =. 
| OH OH 
O ee eel 
VIII Auxin-a-lacton 
Cwm] 
(uber Auxin-b- es Vaasa 
: > 
_— \/e@ CH,—CO—CH,—COOH 


OH 
IX Auxin-b 


Wir haben nunmehr den direkten Vergleich der beiden 
Praiparate nachgeholt und fanden, daB die Identitiit neben den 
oben genannten Argumenten auch durch die spezifische Drehung 
und das voéllig gleiche Absorptionsspektrum bewiesen wird. 

Trotzdem Auxin-b im Gegensatz zu Auxin-a ein sehr charakte- 
ristisches Absorptionsspektrum besitzt, verliiuft die Selbstinakti- 
vierung auch hier ohne Anderung des Spektrums; man findet 
unabhiingig von der Wirksamkeit der Priiparate eine charakte- 
ristische Bande in der Gegend von 250 mu. 

Bemerkenswerterweise zeigte sich, dab Héhe und Lage der 
Bande hier weitgehend von der Konzentration der Lisungen 


') Diese Z. 225, 215 (1934). *) Ber. chem. Ges. 68 A, 21 (1935). 
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abhingig sind. Diese Abhingigkeit wurde sowohl bei Auxin-} 
(Fig. 1) als auch bei Pseudo-auxin-b (Fig. 2) angetroffen. 

Ks lag nahe, dieses Verhalten auf eine Verschiebung des 
Gleichgewichts zwischen Keto- und Enolform zuriickzufiihren, da 
sich der Enolgehalt}) von Acetessigester mit der Verdiinnung ver. 
mehrt, das Gleichgewicht also von der Konzentration abhingig. 
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Fig. 1. Auxin-b in Alkohol. Fig. 2. Pseudo-auxin-b in Alkoho! 
I 500 mg/Liter, II 256 mg/Liter I 500 mg/Liter, II 180 mg/Liter 
III 193 LV 106 5 III 140 IV 114 7 


bzw. das Beersche Gesetz hier nicht giiltig ist”). Obschon das 
Absorptionsspektrum von Acetessigester wiederholt*) eingehend be- 
stimmt und analysiert wurde, schien es uns erwiinscht, fiir Ver- 
gleichszwecke diese Messungen nach der von uns angewandten 
Methode zu wiederholen, wobei uns vor allem die Abhingigkeit 
von der Konzentration interessierte. Wie Fig. 3 zeigt, ist diese 
Abhingigkeit bei Wellenlingen unterhalb 254 mu deutlich wahr- 
zunehmen, wenn sie auch viel weniger ausgepragt ist als bei 


1) K. H. Meyer u. P. Kappelmeier, Ber. chem. Ges. 44, 2724 (1911). 
*) A. Hantzsch, Ber. chem. Ges. 45, 3067 (1910). In einer spiiteren 
Mitteilung [Liebigs Ann. 398, 379 (1913)] kam Hantzsch allerdings zu der 
Auffassung, daB der genannte Befund durch eine geringe Verunreinigung 
des verwendeten Lisungsmittels (Hexan) verursacht wurde. 

8) J. Bielecki u. V. Henri, C. r. Acad. Sci. 156, 1323 (1913), 158, 866 
(1914); P. Grossmann, Z. physik. Chem. 109, 305 (1924); R. A. Morton u 
W.C. V. Rosney, J. Chem. Soe. 1926, 706. 
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-b fF Auxin-b bzw. Pseudo-auxin-b. Der Vergleich mit Fig. 1 und 2 : 
| JaBt weiterhin erkennen, wie viel geringer die Absorption von 

les Acetessigester ist. 

da ff Nach den Angaben der Literatur wird man nicht daran 

er zweifeln, daf die Héhe der einzelnen Maxima bei Acetessigester 

ig, f dem jeweilsdurch Bromtitrationer- 50? ——_________ 





mittelten Enolgehalt proportional L 
ist. Die Annahme, daB es sich bei i 
Auxin-b bzw. Pseudo-auxin-b um i 
gleichartige Verhiltnisse handelt, 
liegt auf der Hand, ist aber bisher ,. | 
nicht durch Bromtitration gepriift f 
worden. Aus den Spektren selbst Fig. 3. Acetessigesterin Alkohol. 
ligt sich der prozentuale Enol- I 514 mg/Liter, ITI 104 mg/Liter, 
gehalt nicht ersehen, da nach den © ‘1 761 me/Liter, IV 52 mg/Liter. 
Angaben der Literatur?) « fiir Knolbande einige hundertmal gréBer 
ist als fiir die Ketonbande, so daB diese gewdhnlich ,,maskiert“ 
wird. Wenn die um 245 my liegende Bande in der Tat der Enol- 
form von Auxin-b bzw. Pseudo-auxin-b?) zuzuschreiben ist, 80 
ergibt sich allerdings eine Schwierigkeit in der Deutung der Ver- 
hiltnisse. Der Mechanismus der Selbstinaktivierung von Auxin-b 
im Sinne der Reaktion [IX — X erscheint nicht nur durch die 
Analogie mit Auxin-a, sondern auch durch die vollkommene spek- 
trale Ubereinstimmung von Auxin-b und Pseudo-auxin-b gestiitzt: 











os A. i 


>A 250 300 me 








ee Fo ee ee a 
as | \—L on Cite et / 10-€ 
as te =C Gy CH,-CO-CH,-COOH H-\—/CH-CH,-CO-CH,-COOH 
i i. [IX X OH 
r- fe Auxin-b Pseudo-auxine b 
Umso ritselhafter war es, da® die Kisenchloridreaktion nur 
elt | — beim Psendo-auxin-b positiv ausfiel. Dies konnte allein so gedeutet*) 


se | werden, daB das Gleichgewicht bei Lésungen von Auxin-b praktisch 

véllig zugunsten der Ketoform liegt, daB aber durch das ultra- 

1 | ~ violette Licht wihrend der Messung eine Enolisierung erfolgt. 
» Wider Erwarten war jedoch die Kisenchloridreaktion auch nach 

er | | der Bestrahlung negatiy. Als letzter Ausweg blieb die Méglichkeit, 

aa. O. 

4 *) Der Kiirze halber ist im Text die Bezeichnung Pseudo-auxin-b ver- 

~ wWendet worden; es ist anzunehmen, daB bei der chemisch-analytischen 

_ Untersuchung ebenfalls zwei Stereoisomere angetroffen werden. 

a *) Diese Deutung und die hierbei anschlie8enden Versuche konnten 

_ | erst bei der Korrektur (am 11. 11. 36) eingefiigt werden, F. K. 

| @ Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIV. 19 


Siti Or 
ina Sinan: 











974 Fritz Kégl, C. Koningsberger und Hanni Erxleben, 


daB nach dem Umfillen der bestrahiten Lésung in ein Glasgefif 
bereits wieder villige Ketisierung erfolgt ist; aus den Untersuchungen 
von K. H. Meyer’) und Mitarbeitern ist nimlich bekannt, daB das 
Alkali des Glases das Einstellen des Keto-Enolgleichgewichtes 
bei Acetessigester und Acetylaceton sehr beschleunigt. In der 
‘T'at brachte dieser letzte ,Ausweg* die Klarung der Verhiltnisse: 
Bev der bestrahlten Lésung von Auxin-b war die Hisenchloridreaktion 
positw, wenn man sie in einem QuarzgefaiB ausfiihrte! Der gleich- 
zeitig in einem Glasréhrchen vorgenommene Kontrollversuch verlief 
erwartungsgemiB voéllig negativ. Es liegt hier also der seltene 
Fall vor, daB der Unterschied zwischen Quarz- und Glasoberfliche 
unmittelbar durch eine positive oder negative Farbreaktion demon- 
striert werden kann. Es mu8 noch hervorgehoben werden, dai 
die unbestrahlte Lésung von Auxin-b auch im Quarzréhrchen 
keine Farbung mit Ferrichlorid gibt. 

In einer demnichst folgenden Mitteilung werden wir iiber 
die Inaktivierung von Auxin-a-lacton berichten. Dieser Stoff wird 
iiberraschenderweise auch durch Bestrahlung physiologisch in- 
aktiv, eine Erscheinung, die vermutlich von groBer Wichtigkeit 
sein wird fiir die Deutung der phototropischen Krimmungen. Bei 
den Auxinen a und b haben wir eine derartige Inaktivierung durch 
das ultraviolette Licht nicht beobachtet. 

Im experimentellen Teil bringen wir als Erganzung zu den 
friiheren Mitteilungen Krystallphotographien von Auxin-a, Auxin-a- 
lacton und Auxin-b, sowie die zugehérigen Krystalluntersuchungen, 
welche Herr Prof. Schmutzer im Mineralogischen Institut der 
Universitat Utrecht dankenswerterweise fiir uns ausgefiihrt hat. 


Herrn Prof. Windaus danken wir fiir die freundliche Aufnahme des 
Einen von uns (C. K.) zur Erlernung der lichtelektrischen MeSmethodik. 


Versuchsteil. 


Trennung der isomeren Pseudo-auxine a”). 65 mg inaktives Auxin-a 
aus 12 verschiedenen Aufarbeitungen wurden vereinigt. Sie zeigten einen 
Schmelzpunkt von 193—194° nach ganz geringer Sinterung bei 176". 

-0,13 . , 
Drehung: [e]%° — se =— 1,98°, ohne Mutarotation. Umkrystalli- 
Be 
siert aus 90°/,igem Alkohol. Mutterlauge I. 


Krystallisat 1. 50 mg, Schmelzp. 194° (schwaches Sintern ab 159°). 


Drehung’) (in Alkohol): — a = — 3,28°; keine Mutarotation. 


Umkrystallisiert aus 90°/,igem Alkohol. Mutterlauge II. 


1) Ber. chem. Ges. 53, 1410 (1920) und 54, 579 (1921). 
*) Vgl. Diese Z. 216, 42 (1933). 
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*) Die Angaben iiber die Drehungen beziehen sich immer auf [«)),’. 
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Krystallisat 2. 87mg, Schmelzp. 194°, schwaches Sintern bei 156°. 
; 100+0,29 

-1+5,56 | 
Umkrystallisiert aus 90°/,igem Alkohol. Mutterlauge ITI. 


Drehung (in Alkohol): — = — 5,40°; keine Mutarotation. 


Krystallisat 8. 29 mg, Schmelzp. 194°, schwaches Sintern bei 170°. 
, 100 - 0,36 
1-6,12— 
Umkrystallisiert aus 90°/,igem Alkohol. Mutterlauge IV. 
Krystallisat 4. 22,5 mg, Schmelzp. 194°, kein Sintern. 
100-0,38 
~ -1-6,33 
Umkrystallisiert aus 90°/,igem Alkohol. Mutterlauge V. 


Drehung (in Alkohol): — 


= — 5,88°; keine Mutarotation. 


Drehung (in Alkohol): — = — 6,0°; keine Mutarotation. 


Krystallisat 5. 18,5 mg, Schmelzp. 194°. Gelbfiirbung mit Tetranitromethan. 

100-0,37 

Drek in Alkohol): — ———— 

rehung (in ohol) 1-6,13 : 

Dieses Produkt zeigt in der Konzentration 500 mg/Liter in Athyl- 
alkohol keine Absorption bei Messungen bis zu 200 mu. 


= — 6,03°; keine Mutarotation. 


I. Mutterlauge. Krystalliner Riickstand 14,5 mg. Schmelzp. 196°, ohne 
Sintern. 


Drehung (in Alkohol): + manele = + 3,42°; keine Mutarotation. 
II. Mutterlauge. Riickstand 12,6 a Schmelzp. 196°. 

Drehung (in Alkohol): + ae = + 5,07°; keine Mutarotation. 
III. Mutterlauge. Riickstand 7,8 an Schmelzp. 180° (nach Sinterung 


bei 155°). 

Drehung: nicht festzustellen. 

Die Riickstiinde aus den Mutterlaugen I und II wurden vereinigt 

(27 mg) und aus 70°/,igem Alkohol umkrystallisiert. 
Krystallisat 1. 20,4 mg, Schmelzp. 196,5°, ohne Sintern. Gelbfiirbung mit 
Tetranitromethan. 100+0.34 

Drehung (in Alkohol): + ———2— 

1-6,61 


Umkrystallisiert aus 70°/,igem Alkohol. 


= + 5,15"; keine Mutarotation. 


Krystallisat 2. 15,8 mg, Schmelzp. 196,5°, Gelbfirbung mit Tetranitromethan. 
100-0,31 
1+6,61 
Umkrystallisiert aus 70°/,igem Alkohol. 


Drehung (in Alkohol): + =-+ 5,41°; keine Mutarotation. 


Krystallisat 3. 11,9 mg, Schmelzp. 196,5°, Gelbfirbung mit Tetranitromethan. 

100-0,23 
164,41 
Die friiher gefundene Drehung von [a]2° = + 8,42° wurde somit nicht 


bestiitigt. Obschon diesmal etwas mehr Substanz zur Verfiigung stand, 
méchten wir auch den neuen Drehungswert nur mit Vorbehalt wiedergeben. 


Drehung (in Alkohol): + - = + 5,22°; keine Mutarotation. 


Molekulargewichtsbestimmung von Pseudo-auxin-a, nach Rast. 
0,54 mg Substanz in 4,797 mg Campher, 4 = 13,8°, M = 328. 
0,486 mg Substanz in 7,054 mg Campher, 4 = 8,5°, M = 825. 
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Ultraviolettabsorption von Pseudo-auxin-a, in Alkohol. 
on 7245 E; 500 mg/Liter. 














Wellenlinge GriBe | von h ™ verschiedenen Messungen' ) K 
“ae es (Pa ee ae 
365 mn | mee OS a eee _ 
334 — |o0/ —| —| —| —]| —- _ 
313 — 0,04 | 0,01 | 0,05 | 0,01 | 0,02 | 0,02 | 0,1-10° 
302 0,08 0,05 | 0,02 0,06 | 0,07 | 0,05 | 0,05 | 0,3-10° 
297 0,04 0,05 | 0,05 0,07 | 0,02 0,05 | 0,05 | 0,3-10° 
289 0,05 0,05 | 0,06 0,07 | 0,04 0,06 | 0,06 | 0,4-10° 
280 0,05 | 0,05 | 0,07 0,11 0,09 0,08 | 0,08 | 0,5+10° 
275 0,09 | 0,09 | 0,05 | 0,12 0,05 0,10 | 0,08 | 0,5-10° 
270 0,09 | 0,09 | 0,07 | 0,14 0,11 0,10 | 0,10 | 0,7-10° 
265 0,10 | 0,14 | 0,10 | 0,15 0,10 0,13 | 0,12 | 0,8-10° 
254 0,13 | 0,14 | 0,13 | 0,21 | 0,16 | 0,17 | 0,16 | 1,0-103 
248 0,18 | 0,20 | 0,18 | 0,26 0,21 | 0,26 | 0,14 | 1,4-10° 
240 0,37 | 0,36 0,87 | 0,49 | 0,34 0,42 | 0,39 | 2,6-10° 
238 0,40 | 0,43 | 0,38 | 0,51 | 1,41 0,49 | 0,44 | 2,9-10° 
234 0,45 | 0,41 | 0,39 | 0,55 | 0,44 | 0,55 | 0,47 | 3,1-10° 





Oxydation von Pseudo-auxin-a, mit sodaalkalischer Permanganat. 
losung. 18,5 mg reines Pseudo-auxin-a, , vom Schmelzp. 194° und der Drehung 
[«]2° = — 6,03® wurden in 5 ccm 50°/,igem Athylalkohol gelést und mit 
n/50-sodaalkalischer Permanganatlésung bei Zimmertemperatur oxydiert. 
Die Reaktionslésung wurde nach Entfernung des Braunsteins zur Trockne 
eingedampft, der Riickstand in Ather aufgenommen und in saure und neu. 
trale Anteile getrennt. Die Saurefraktion ergab 9,8 mg Krystalle, die nach 
dem Umkrystallisieren aus Benzol bei 129° schmolzen und mit synthe- 
tischer Auxin-glutarsiure*) keine eect ergaben. 


-100-0,3 


at oa 0; 
i. a. -— 11,3° in Alkohol. 


Drehung: [e]2°=— 


Ozonabbau von aktivem Auxin-a-lacton. 25 mg aktives Auxin-a- 
lacton, Priiparat E 7254, wurden in 4ccm reinem Chloroform gelést und 
11, Stunden lang ozonisiert, wobei das ReaktionsgefiB mit Eis—-Kochsalz- 
mischung gekiihlt wurde. Danach wurde das Chloroform ‘bei gewohnlicher 
Temperatur im Vakuum abgedampft, der Riickstand zur Spaltung der 
Ozonide mit 2 eem Wasser versetzt und '/, Stunde lang auf dem Wasserbad 
erwirmt. 

Die wiiBrige Lisung wurde nunmehr mit der gleichen Menge Athy!- 
alkohol verdiinnt und mit n/50-sodaalkalischer Permanganatlésung be! 
Zimmertemperatur oxydiert. Es wurden 1,7 cem Oxydationslésung ver 
braucht. Nach der iiblichen Aufarbeitung des Reaktionsgemisches hinter- 
blieb in der Siurefraktion ein teilweise krystallisierender gelblicher Riick- 
stand. Der dlige Bestandteil konnte mit Ather herausgelést und die etwas 
verschmierten Krystalle danach aus Ather umkrystallisiert werden. Nacli 


) hk ist der ogee Absorptionskoeffizient, K der molekulare. 
; esis Diese Z. 235, 181 (1935). 
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2maligem Umkrystallisieren wurden 7,6 mg vom Schmelzp. 129° erhalten. 
Mischschmelzpunkt mit synthetischer Auxin-glutarsiiure ohne Depression. 
im Drehung: [a]?°=— Oba =— 11,0°. 

Darstellung von Auxin-b aus tschechoslowakischem Malz. Von 
der Phoenix-Brauerei, Amersfoort erhielten wir neben zahlreichen 
fir uns nicht brauchbaren Proben im Laufe des Jahres 1935 eine 
tschechoslowakische Malzsorte, die 1,4 mg Auxine pro Kilogramm 
enthielt und fiir die Darstellung von Auxin-b verwendet wurde. 
Die Aufarbeitung erfolgte in Portionen von je 25 kg in der 
(riiher') beschriebenen Weise und lieferte pro Charge etwa 10 
bis 12mg reies Auxin-b. Wirksamkeit 60 Milliarden AK/g, 
Schmelzp. 183° u. Zers. 

Enddrehung: [a]?®=— ee = — 28° in Alkohol. 


Umwandlung von Auxin-a in Auxin-b. 20 mg Auxin-a wurden 
1 Stunde lang mit 1,5°/,igem methylalkoholischem Chlorwasserstoff gekocht 
' und danach das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Das gebildete Lacton 
+. | wurde gut mit 70 mg geglihtem, feingepulvertem Kaliumbisulfat gemischt 
‘ und in einer kleinen Retorte im Hochvakuum 8 Stunden lang auf 110—120° 






rit | erhitzt. Danach wurde das Reaktionsprodukt bei 135—140° tiberdestilliert 
“ / und mit Ather aus dem Retortenhals herausgelést. Der Atherriickstand 
mm » bestand aus 8,7 mg Krystallen, die bei 176—178° u. Zers. schmolzen und 
_ _ecine Wirksamkeit von 54 Milliarden AE pro Gramm besaBen. 
ch Pa Das Produkt wurde in einigen Tropfen Alkohol gelést und mit einer 
i. | Losung von Semicarbazid-hydrochlorid und Kaliumacetat in verdiinntem 
_ Alkohol versetzt. Nach liingerem Stehenlassen im Eisschrank hatten sich 
_farblose Prismen ausgeschieden, die aus Alkohol umkrystallisiert wurden 
‘und dann einen Schmelzpunkt von 175° aufwiesen. 
; Analyse’): 3,242 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 0,308 cem Ny 
‘a > (23°, 760 mm). 
ad Cy 9H330,Ng (367,3) Ber. N 11,45 Gef. N 10,96. 
ls fa Bei weiteren Darstellungsversuchen wurde das Reaktionsprodukt bis 
ier | zum konstanten Zersetzungspunkt von 183° umkrystallisiert. 
ler § @ 100-0,09 
: Drehung: [«|2°=— 7—_ == — 2,7° in Alkohol. 
ad ; £ [ JD 0,5 + 6,64 ? 
Dieses Produkt wurde fiir die Bestimmung des Ultraviolettspektrums ver- 
yl: | @ wendet. 
TS Ozonabbau von Pseudo-auxin-a,. 34 mg Pseudo-auxin-a, 
mm. CT 100-0,39 
er- | | | Schmelzpunkt 194° und Drehung in Alkohol [«]2° = — ee 6,05 °} 
k fa a ; ’ e Pastis , : 
a: De” urden in 6 cem reinem Chloroform 1 Stunde lang ozonisiert. Hierbei wurden 
ch 7 °twa 300 cem Ozon durchgeleitet. Danach wurde das Chloroform im Vakuum 
: ') Diese Z. 225, 221 (1934). 
4 *) Die Mikroanalysen wurden bei Dr.-Ing. A.Schoeller, Berlin, aus- 


2 cefiihrt. 


4% 
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entfernt, der Riickstand durch Kochen mit 3 cem Wasser zersetzt und die 
Lésung in saure und neutrale Anteile getrennt. Die Neutralfraktion (8 mg) 
wurde in 0,4 cem Eisessig gelést und mit 11 mg p-Nitrophenylhydrazin j, 
0,4 ccm 50°/,iger Essigsiiure versetzt. Nach einigen Stunden hatten sich 
kleine Oltrépfehen abgeschieden, die iiber Nacht beim Aufbewahren in, 
Eisschrank krystallisierten. Nach dem Umkrystallisieren aus 90°), igen 
Alkohol war der Schmelzpunkt konstant (138,5°); Ausbeute 7,1 mg. 


Analyse: 3,942 mg Subst. (bei 50° i. Hochv. getr.): 9,454 mg C0, 
3.027 mg H,O. — 1,951 mg Subst.: 0,199 cem N, (23°, 754 mm), 


C,oH..0,N; (847,2) Ber. C 65,64 H842 #4 12,11 
Gef. ,, 65,41 » Se =» Me. 


Krystallographische Untersuchung von Auxin-a aus Harn. (roi, 
Schmutzer.) Pyramidale Krystalle, die wahrscheinlich trikliy 
(vielleicht auch monoklin) sind. Die Pinakoide der vierten Art 
sind manchmal an einer Ecke durch kleinere Pinakoide ab- 
gestumpft, manchmal auch durch ein Pedion. Die Krystalle 
liegen stets auf einer Pinakoidebene, die dreieckige Begrenzuny 
zeigt und deren Winkel nicht sehr viel von 60° abweichez, 
Unter anderem wurden Winkel zwischen den Kanten gemessen 
von etwa 67,5°, etwa 56°, etwa 57°. 

Die Krystalle zeigen in polarisiertem Licht bei gekreuzter 
Nichols: 

1. Schiefe Ausléschung; 2. Starke Doppelbrechung; 3. Starke 
Dispersion der optischen Achsen, wodurch zu beiden Seiten der 
Ausléschungsstellung voneinander abweichende Interferenzfarben 
(braun bzw. graublau) auftreten. 

Kin deutliches Achsenbild konnte nicht erhalten werden; der 
ities optische Charakter ist wahrscheinlich positir 
om FN Wegen der Ahnlichkeit der Kanter 

winkel war bei den recht klein ausgebildetet 

X/ Keystallen keine genauere Bestimmu: 
Fig. 4. Pedion der verschiedenen Flaichen méglich. 





Krystallographische Untersuchung von Auxin-b au! 
Malz. (Prof. Schmutzer.) Die Krystallsymmetrie 1s 
héchstwahrscheinlich monoklin. Am stirksten ent 
wickelt sind die drei pinakoidalen Flichen. De 
NN ebene Winkel betrigt 31,5°. Die Schwingungs 
\ro \ richtung der kleineren Lichtgeschwindigkeit _lieg 

unsymmetrisch innerhalb des ebenen 31,5°-Winkel 
und zwar um 2,5° gegen die c-Achse verschoben. 
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Uber den Ziegenmilchanamie-Faktor 
von Rominger und Bomskov. 


(Vorlaufige Mitteilung.) 


Von 


R. Tschesche und H. J. Wolf. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitits-Laboratorium 
und der Medizinischen Klinik in G6ttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Oktober 1936.) 


Im Jahre 1933 berichteten Rominger und Bomskoy'), dab es ihnen 
gelungen sei bei jungen Ratten, die einseitig mit Ziegenmilch ernihrt 
wurden, ein Krankheitsbild zu erzeugen, das sie als experimentelle 
Rattensprue — bezeichneten. Die Tiere wurden aniimisch und zeigten 
Symptome, die der tropischen Sprue am niichsten kamen. Die Blutunter- 
suchung ergab eine Aniimie vom Perniciosatyp, die Zahl der Erythrocyten 
sank bis auf 1 Million ab. Die Reticulocytenwerte zeigten nach anfiing- 
licher Erhéhung beim Fortschreiten der Animie eine Abnahme von 4—5°/,. 
Wurde den Tieren nach voller Entwicklung des Krankheitsbildes Leber 
oder Leberextrakt zugefiihrt, so trat nach einer typischen Reticulocyten- 
krise eine Erhéhung der Erythrocytenwerte ein, die von einem gleich- 
zeitigen Anstieg des Gewichtes und einer Besserung des Allgemeinbefindens 
begleitet war. 

Es lag nahe, diesen Tiertest zur Anreicherung des Antiperniciosa- 
prinzips zu verwenden, und auf Anregung des einen von uns (Wolf) haben 
wir vor etwa 2 Jahren begonnen, die Reindarstellung des wirksamen Faktors 
zu versuchen. Wir bedienten uns dabei als Ausgangsmaterial zuerst des 
Leberextraktes Perniimyl, der uns von der Gesellschaft fiir wissenschaft- 
liche Organpriiparate Degewop, Berlin-Spandau, zur Verfiigung gestellt 
wurde, Es zeigte sich bald, daB die angereicherten Priiparate, die bei der 
Ziegenmilchanimie sehr gut wirksam waren, bei der menschlichen Perni- 
ciosa wirkungslos blieben (Versuche der Firma Degewop). Wir haben uns 
darauf bemiiht, zuerst einmal den bei der Ziegenmilchaniimie der wachsenden 
Ratten wirksamen Stoff zu isolieren. 

Es zeigte sich, da mit typischen Purinfillungsmitteln eine An- 
reicherung erzielt werden kann. Wir benutzten zuerst als Fillungsmittel 
Merkurisulfat in der Weise, wie es von Felix und Friihwein?) zur An- 
reicherung ihrer Leberpriiparate angewendet worden ist, ferner Silbernitrat 
in saurer Liésung (py 4—5), die beide eine fast véllige Ausfillung gestatteten. 
Wir kamen so zu Priparaten, von denen einige 100 y pro Tag geniigten, 
um die Milchanimie der Ratten zu heilen. Da Leberpriparate aber ein 
recht kostbarer Ausgangsstoff sind, sahen wir uns nach einem wohlfeileren 
um und fanden, da8 auch im Menschenharn der gesuchte Wirkstoff in 
gréBerer Menge vorhanden ist. Er konnte hieraus in gleicher Weise wie 
aus den Leberextrakten angereichert werden. Wir priiften nun einige 
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natiirliche und auch kiinstliche Purinderivate, wie Adenin, Guanin, Hypo. 
xanthin, 1-Methylxanthin, 9-Methylxanthin, 1,7-Dimethylxanthin und 7-Me. 
thylguanin, die sich aber alle als véllig wirkungslos herausstellten. 

Zu diesem Zeitpunkt erschien eine Arbeit von Koschara!) iiber einey 
neuen Farbstoff aus Menschenharn, der sich in seinen Fillungsreaktionen 
eng an die Purine anschlieBt und mit Uropterin bezeichnet wurde. Er ist 
nach Koschara sehr wahrscheinlich mit dem Schmetterlingsfarbstoff 
Xanthopterin identisch. Es schien uns nicht unméglich, daB dieser in 
organischen Materialien weit verbreitete Farbstoff etwas mit unserer Milch- 
animie zu tun haben kénnte. Wir baten daher Herrn Dr. Koschara um 
eine Probe seines Uropterins, um es im Ziegenmilchanimie-Test zu _priifen, 
Wir geben nachfolgend die Ergebnisse wieder, die wir erhalten haben: 


Verinderungen der Erythrocytenwerte nach 14 Tagen. 











_ Tiere nur mit pro Tag 0,57 0,75 v ly 10 y Injektion 
Ziegenmilch ernihrt Zulage zur reinen Milchdiiit 
= 70000 = |- + 210000 | + 1600000 | + 3410000 | + 2120000 
— 590000 + 180000 | + 1600000 + 3780000 | + 2650000 
— 540000 + 360000 | + 1600000 | + 1830000 | 
— 910000 + 180000 | + 1500000 | + 1950000 | 
+ 390000 | | + 1650000 


Es zeigt sich also, daB das Uropterin eine Erhéhung der Erythro- 
cytenwerte von durchschnittlich 2—3 Millionen in 14 Tagen bei tiglicher 
Zulage von 1 y pro Tag und Tier hervorzubringen vermag. DaB die Werte 
etwas streuen, liegt wahrscheinlich an dem wechselnden Uropterinvorrat 
der Tiere und weiter daran, daB die Ziegenmilch nicht immer gleich- 
wertig ist. 

Wir méchten nun nicht behaupten, daB das Uropterin der einzige 
Stoff sei, der eine Vermehrung der Erythrocyten hervorzubringen vermag. 
Es ist sogar recht wahrscheinlich, dai auch andere Stoffe von ihnlichem 
Bau das gleiche zu leisten vermégen. Wir beabsichtigen, auch die anderen 
Pterine im Rominger-Bomskovy-Test zu priifen. Es sei noch erwiihnt, 
da8B Koschara in der Milch kein Uropterin nachweisen konnte. Dieses 
Ergebnis weist auch darauf hin, da8B méglicherweise das Fehlen dieses 
oder eines dbnlichen Farbstoffes in der Milch fiir die Entstehung der Ziegen- 
milchanimie verantwortlich zu machen ist. Fiir die jungen wachsenden 
Ratten wiirde also das Uropterin die Rolle eines Vitamins spielen. Wir 
haben gefunden, daB es in den Sommermonaten oft schwer gelingt, die 
Versuchstiere animisch zu machen. Vielleicht geht bei vermehrter Griin- 
fiitterung doch etwas Uropterin in die Milch iiber. (Eine kritische Stellung- 
nahme zu dem Tiertest von Rominger und Bomskoy bleibt einer aus- 
fiihrlichen Mitteilung vorbehalten.) 

Die Ziegenmilchanimie der Ratten kann, wie wir im Gegensatz zu 
Rominger und Bomskovy fanden, auBer durch Uropterin auch durch 
Eisen oder Kupfergaben giinstig beeinflubt werden. Bei einer tiglichen 
Zulage von 0,01 mg Eisen werden die Tiere nicht animisch. Die Milch- 
animie der Ratten dhnelt in dieser Beziehung der Milchaniémie der Kinder, 
die auch durch Kupfer- oder Eisengaben gebessert wird. Da aber schon 
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0,001 mg Uropterin geniigt, um die Tiere zu heilen, kann der Erfolg nicht 
auf einen Eisen- oder Kupfergehalt des Farbstoffes zuriickgefiihrt werden. 
Wie man sich die Wirkung des Uropterins vorzustellen hat, wissen wir 
nicht. Vielleicht vermégen die Tiere mit seiner Hilfe ihre Biseuseserven 
zu mobilisieren (die Milch ist sehr arm an Eisen) oder aber es kommt dem 
Uropterin iiberhaupt eine Eisen sparende Wirkung zu. 

Auch die Rolle des Uropterins bei der menschlichen Perniciosa bleibt 
yorerst noch dunkel, aber es ist in diesem Zusammenhang wichtig, auf 
eine kiirzliche Mitteilung von Subbarow und Jacobson. hinzuweisen. 
Nach diesen beiden amerikanischen Verfassern sind zur Heilung der mensch- 
lichen Perniciosa drei Stoffe notwendig, von denen jeder allein gegeben 
unwirksam ist, 1-Tyrosin, ein Polypeptid und ein komplexes Purin. Ob 
letzteres mit dem Uropterin oder verwandten Stoffen identisch ist, mu 
abgewartet werden. 


Wir danken Herrn Dr. Koschara vielmals fiir die Uberlassung von 
einigen Milligrammen Uropterin, weiter der Gesellschaft fiir wissen- 
schaftliche Organpriparate Degewop Dr. Kuhlmey und Dr. Dorf- 
miiller fiir ihre mannigfache Unterstiitzung und der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft fiir die Bereitstellung eines Sachkredites (Roche- 
Fond). 
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Berichtigung 
zur Arbeit W. Schuler, H. Bernhardt und W. Reindel ,,Die 
Tyraminbildung aus Tyrosin mit iiberlebenden Gewebsschnitten 
und deren Beziehung zur Adrenalinsynthese“, II. Mitteilung iiber 
die Adrenalinsynthese im Reagenzglase unter physiologischen Be- 
dingungen. Diese Z. Bd. 248, 8. 90 (1936). 
An Stelle des auf S, 96, Zeile 8 von oben stehenden Satzes: 
er was jedoch durch H. Robbers") keine Bestiitigung fand. ....... 


soll es heiBen: 


..+.., H. Robbers'!?) konnte aber durch intravenése Dauerinfusion von 
Tyramin bei Hunden und Katzen keine lingerdauernde Blutdrucksteigerung 
erziclen. 
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Uber die Entstehung von Thyroxin durch Jodierung 
von Eiweif. 


(Vorlaufige Mitteilung.) 


Von 


W. Ludwig und P. y. Mutzenbecher. 


(Aus dem pharmazeutisch wissenschaftlichen Laboratorium der I. G. Farbenindustrie A.-G.. 
Werk Frankfurt a. M.-H6chst). 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Oktober 1936.) 


Thyroxin, die biologisch wirksame Aminosiure des Jodglobulins 
der Schilddriise, konnte bisher au8er durch Synthese nur aus 
Schilddriisensubstanz durch hydrolytischen Abbau gewonnen 
werden. Sein Vorkommen in kiinstlich hergestellten Jodproteinen 
erschien unwahrscheinlich, da aus chemischen Griinden weder die 
Bildung des Phenylithers unter den milden Bedingungen der 
Jodierung erwartet werden konnte, noch die Jodierung eines im 
Eiweibmolekiil etwa vorhandenen T'yrosin-p-oxyphenyliithers an 
beiden Kernen. 

Verfasser konnten durch Ausarbeitung geeigneter Jodierungs- 
bedingungen!) zunachst die Wirkung der aus der Literatur be- 
kannten jodierten Proteine erheblich steigern. Dadurch, dab 
man die Jodierung bei miBig erhéhter Temperatur und schwach 
alkalischer Reaktion allmihlich durchfiihrt, vorzeitig abbricht 
und das Reaktionsprodukt dialysiert, gelingt es, durch Abbau des 
jodierten Proteins und Saurefillung Substanzen mit hohem Jod- 
gehalt darzustellen, deren biologische Wirkung nur wenig schwiicher 
ist als die des Thyroxins. Aus diesem Zwischenprodukt liBt sich 
dann ein krystalliner Kérper abscheiden, der nach chemischem 
Verhalten, Krystallform, Schmelzp. 232°, Zers., Analyse (64,5°/, J, 
1,83°/, N), Absorptionsspektrum und biologischer Wirkung mit 
Thyroxin identisch ist. 

Damit ist zum erstenmal der Beweis erbracht, daB in vitro 
durch Jodierung von unspezifischem Eiwei8 unter bestimmten 
Bedingungen ein Jodeiweib entsteht, aus welchem man nach dem 
iiblichen Verfahren Thyroxin gewinnen kann. 


) Das Verfahren ist zum Patent angemeldet. 
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